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Préface

Ce doctorat a été réalisé au sein i) de I'Unité Mixte de Recherche 6134 SPE (UMR CNRS/
Université de Corse Pasquale Paoli; Science Pour 'Environnement), ii) de I'Unité d'Appui et
de Recherche 3514 STELLA MARE (UAR CNRS/Universita di Corsica ; Sustainable
TEchnologies for LittoraL Aquaculture and MArine REsearch)., iii) de I'unité microbiologie du
SCK CEN (Centre d’Etude de I'Energie Nucléaire, Belgique) et iv) de I'entreprise aquacole La
Spirale Verte (Corse).

Les travaux ont été réalisés dans le cadre d’'une convention de recherche entre I'Université de
Corse Pasquale Paoli, le SCK CEN et I'entreprise aquacole La Spirale Verte.

Les travaux ont été financés par le Gouvernement francgais et la Collectivité Territoriale de
Corse, grace au projet CPER Gerhyco, ainsi que par le SCK CEN et I'entreprise aquacole La
Spirale Verte.

Un partenariat scientifique avec le Leibniz Institute DSMZ - German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures — a permis de réaliser les protocoles génomiques qui
supportent une part importante de nos travaux.

Enfin, cette thése a été réalisée en collaboration avec les producteurs et productrices de
spiruline paysanne frangaise. Le doctorant étant lui-méme un producteur et membre de la
gouvernance de la Fédération des Spiruliniers de France (FSF) qui a été également associée
a cette thése.
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Abstract

Spirulina is the common name for edible cyanobacteria cultivated in aquaculture facilities,
which are generally industrial. In France, however, production is carried out by 180 small-scale
farms. Spirulina is consumed as a food or dietary supplement for its nutritional value and health
benefits. However, certain cyanobacteria produce cyanotoxins and can contaminate spirulina
culture. These toxins, notably microcystins (MCs), have been found in spirulina samples from
various foreign markets. In addition, one spirulina species, Limnospira fusiformis, was
suspected of toxicity following two publications on Kenyan strains. Finally, a taxonomic
confusion does exist for spirulina designated by four species names, spread among two
genera. It therefore appears of interest to provide information on the cyanotoxin and
cyanobacteria contamination of French spirulina cultures. Moreover, it was essential to
characterize the different strains cultivated by the French spirulina farmers to assess the
potential risk of cyanotoxins production.

In that sense, the results of 623 analyses of spirulina for MCs using the enzymatic Adda-ELISA
method complemented by five duplicate analyses using the LC-MS/MS method led to the
conclusion that spirulina produced by French farmers does not present a health risk related to
MCs. In addition, metagenomic and metagenetic analyses of six spirulina culture samples
showed that they contained only non-toxic halo-alkalophilic cyanobacteria, including the genus
Sodalinema, which is the most dominant and recurring contaminant. In contrast, the
environmental sample of the Camargue spirulina strain contained potentially toxic
cyanobacteria. These results, supported by cyanobacterial counts carried out on samples from
95 farms, revealed that the salinity and alkalinity of the growing media used in France are not
promoting the development of cyanobacteria known to produce MCs.

Finally, comparing the genomes of 22 spirulina strains, including two cultivars used in France
as well as the Camargue strain, showed that there are only two species of spirulina, Limnospira
maxima and L. platensis, and that the names L. fusiformis and L. indica are heterotypic
synonyms for L. maxima. A morphological character was also found to distinguish the two
species. Finally, the analysis of 11 genomes of each species demonstrated the absence of
genetic sequences that could be associated with cyanotoxins, thus proving their safety.

Keywords: Limnospira, cyanotoxins, microcystins, cyanobacteria, Sodalinema
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Résumeé

La spiruline est le nom commun de cyanobactéries comestibles cultivées dans des
exploitations aquacoles généralement industrielles. Toutefois, en France, cette production est
assurée par 180 fermes paysannes. La spiruline est consommée sous forme d’aliments ou de
compléments alimentaires, pour sa valeur nutritionnelle et ses effets positifs sur la santé.
Cependant, certaines cyanobactéries produisent des cyanotoxines et sont susceptibles de
contaminer les cultures de spiruline. Ces toxines, notamment des microcystines (MCs),
avaient été détectées dans des spirulines provenant de différents marchés étrangers. De plus,
une espece de spiruline, Limnospira fusiformis, était soupgconnée de toxicité suite a deux
publications portant sur des souches kényanes. Enfin, une confusion taxonomigue concernait
les spirulines désignées par quatre noms d’espéces réparties sur deux genres. Au regard de
ces éléments, il apparait nécessaire d’apporter des connaissances sur les contaminations, par
des cyanotoxines et par des cyanobactéries, des cultures francaises de spiruline. En outre, il
était indispensable de caractériser les différentes souches de spiruline cultivées afin d’identifier
leur espéce et de vérifier si elles peuvent produire des cyanotoxines.

Les résultats de 623 analyses de MCs sur des spirulines par la méthode enzymatique Adda-
ELISA et de cing résultats de contre-analyses par la méthode LC-MS/MS ont permis de
conclure que les productions de spiruline de la filiere paysanne frangaise ne présentent pas
de risque sanitaire lié aux MCs. Par ailleurs, des analyses métagénétique et métagénomique
réalisées sur six échantillons de culture de spiruline ont montré que ces derniers ne
contiennent que des cyanobactéries halo-alcalophiles non toxiques dont le genre Sodalinema
qui est un contaminant dominant. A contrario, I'échantillon environnemental de la souche de
spiruline camarguaise contenait des cyanobactéries potentiellement toxiques. Ces résultats,
étayés par les dénombrements de cyanobactéries réalisés sur des échantillons issus de 95
fermes, ont révélé que la salinité et I'alcalinité des milieux de cultures utilisés en France ne
sont pas propices au développement des cyanobactéries connues pour produire des MCs.

La comparaison des génomes de 22 souches de spiruline, dont deux cultivars utilisés en
France, ainsi que la souche camarguaise, a établi qu’il n’existe que deux espéces de spiruline,
Limnospira maxima et L. platensis, et que les appellations L. fusiformis et L. indica sont des
synonymes hétérotypes de L. maxima. La caractéristique morphologique permettant de
distinguer ces deux espéces a également été trouvée. Enfin, 'analyse de 11 génomes de
chaque espéce a démontré I'absence de séquences génétiques pouvant étre associée aux
cyanotoxines, prouvant par la leur innocuité.

Mots clés : Limnospira, cyanotoxines, microcystines, cyanobactéries, Sodalinema
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Introduction générale

En 2018, trois producteurs francais de spiruline cultivant une souche provenant de Camargue
ont été contraints de vider et de nettoyer leurs bassins de culture. Cela faisait suite a I'alerte
émise par un laboratoire privé qui avait identifié cette spiruline comme étant une Arthrospira
fusiformis, une espéce classée toxigue suite a une publication scientifique de 2005 stipulant
que cette espéce pouvait produire des microcystines 2. La profession qui considérait qu’il n’y
avait qu'une seule espéce de spiruline, Arthrospira platensis réputée comestible, apprenait
I'existence d’'une autre espéce soupgonnée de toxicité.

Dans cette introduction, nous proposons d’abord une présentation de la spiruline avec un focus
particulier sur la production francaise, la réglementation et la taxonomie. Suivra une
présentation des cyanotoxines dans le contexte de Il'alimentation avec un point sur la
réglementation, les méthodes d’analyses et les contaminations dans la spiruline et d’autres
aliments. Les questions posées et les objectifs de cette these terminent cette section.

1. La Spiruline

1.1. Présentation générale

Spiruline est le nom vernaculaire et commercial d’'une cyanobactérie, de l'ordre des
Oscillatoriales, qui a successivement été assignée aux genres Arthrospira, Spirulina et
Limnospira (voir 1.4. ci-aprés). Elle doit son nom a sa forme généralement spiralée (Figure 1).
Dans la suite de ce document, nous utiliserons ce nom vernaculaire ou l'une des
nomenclatures scientifiques en fonction du contexte.
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Figure 1. Spirulines en microscopie optique. Barre d’échelle = 100 um.



Ses filaments, appelés trichomes, de diamétres généralement compris entre 6 et 12 um, sont
composeés de cellules cylindriques plus courtes gque larges et sont généralement coiffés d’un
calyptre aux extrémités (Figure 2).

UdC 10.0kV 7.7mm x5.00k SE 5/5/2021 10.0um

Figure 2. Extrémité calyptrée d’'un trichome de spiruline
au microscope électronique a balayage.

La spiruline est naturellement présente dans des eaux saumatres, alcalines, riches en
carbonates, bicarbonates, nitrates, phosphates et fer. On la trouve principalement dans les
régions intertropicales avec une large répartition géographique (Afriqgue, Asie, Amériques)
mais également en Europe du Sud. En France, une souche de spiruline a été trouvée dans
I'étang de Monro en Camargue >.

Considérée comme comestible, la spiruline était consommée par les Azteques, qui la
récoltaient dans le lac Texcoco, a I'époque de la conquéte espagnole (XVle siécle) 4. La
consommation traditionnelle de la spiruline récoltée au nord du lac Tchad par les Kanembou
a conduit a la découverte de la richesse nutritionnelle de cette cyanobactérie dans les années
1960 “.

Cette valeur nutritive exceptionnelle a amené I'Organisation des Nations Unies pour
I'alimentation et I'agriculture (FAQO) a considérer la spiruline comme un aliment d'intérét majeur
contre la malnutrition pour la sécurité alimentaire et la réponse aux situations d'urgence
alimentaire °.

Selon les statistiques publiées par la FAO ° 56.000 t (poids frais) de spiruline ont été
mondialement produites en 2019. La Chine, avec une production de 54.650 t est le principal
pays producteur. Ces statistiques sont toutefois incomplétes car n’y figurent pas des pays
hébergeant des productions industrielles de spiruline (ex. Earthrise et Cyanotech aux Etats-
Unis).



La spiruline est utilisée pour I'alimentation humaine et animale et par les industries cosmétique
et pharmaceutique. La spiruline trouve également des applications dans I'espace en intégrant
un compartiment du systéme MELISSA (Micro-Ecological Life Support System Alternative)
développé par I'Agence spatiale européenne (ESA) pour le recyclage des déchets et la
production de nourriture et oxygene lors des longs voyages spatiaux 2.

1.2. La production de spiruline en France

Le marché francais de la spiruline se caractérise par un maillage de petites fermes aquacoles,
comprenant environ 180 unités, dont la taille moyenne est de 600 m2 de bassins pour un
équivalent temps plein °. Cette situation est I'héritage de la présence en France de deux
chercheurs, Ripley Fox et Jean-Paul Jourdan, qui ont développé des méthodes de cultures
paysannes adaptées aux petites exploitations, en particulier pour les pays en voie de
développement. La premiére ferme de spiruline a été créée dans le département de I'Hérault
en 1998 par Estelle et Philippe Calamand (https://spirulinelacapitelle.com). Selon le ministére
de l'agriculture 223 t de spiruline (biomasse égouttée) ont été produites en 2022 .

Les méthodes de culture, de récolte et transformation sont dérivées de celles décrites par
Jean-Paul Jourdan dans son « Manuel de culture artisanale de spiruline »*1,

La spiruline est cultivée dans des bassins placés sous serres (Figures 3a et 3b). Sauf
exception, les bassins et les serres ne sont pas chauffés ce qui rend la production saisonniére.
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Figure 3. Bassins de culture de spiruline sous serres (a, b).
Crédits photos : La Spirale Verte (a), Spiruline Tolosane (b).

Les récoltes se font par filtration non forcée sur des filtres a plat ou rotatifs de mailles comprises
entre 20 et 50 um (Figures 4a et 4b). La biomasse est généralement amenée au filtre par
pompage directement dans la colonne d’eau ou par écrémage de la couche flottante de
spiruline.

Le rétentat de spiruline est ensuite pressé pour éliminer le milieu de culture résiduel. Ce
pressage peut étre réalisé mécaniquement ou par aspiration sous vide (Figure 5a). A I'issue
de cette étape, une pate de spiruline (supposée 100% spiruline) de la consistance d’une pate
a modeler est obtenue (Figure 5b).

A l'aide d’'un poussoir, cette pate est alors mise en forme de spaghetti (diamétre 1 a 2 mm) sur
des claies pour étre ensuite séchée (Figure 5c).
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Figure 4. Filtres rotatif (a) et a plat (b).
Crédits photos : P&P Pourquoi Pas (a), La Spirale Verte (b)
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Figure 5. Presse sous vide (a). Pate préssée de spirulirie (b). Mise en forme de la péate en
spaghetti (d). credits photos : P&P Pourquoi Pas (a, b), Manjolive (c).

Le séchage se réalise par ventilation forcée d'un air asséché par chauffage ou par
déshumidification thermodynamique (Figure 6a, 6b). La température de séchage se situe entre
30 et 50°C et sa durée varie de 4 a 12 heures pour obtenir une mesure de I'eau active (AW)
inférieure a 0,5. A l'issue du séchage, les spaghetti secs (Figure 6¢) sont fragmentés en
« paillettes » ou « brindilles » qui sont caractéristiques de cette méthode « artisanale » de
séchage. Cette méthode de séchage est qualifiée de « douce » et 'on peut observer que les
trichomes de spiruline restent visibles et globalement intacts dans le produit sec.

T B . |
Figure 6. Séchoirs de spiruline (a, b). Spaghetti de spiruline a 'issue du séchag
Crédits photos : P&P Pourquoi Pas (a), Spiruline Tolosane (b), La Spirale Verte (c).




Depuis 2008, la majorité des producteurs francais est regroupée dans la « Fédération des
Spiruliniers de France (FSF) » qui a développé un « guide des bonnes pratiques et d’hygiéne
(GBPH) » destiné a améliorer la qualité sanitaire des productions.

1.3. Allégations nutritionnelles et de santé

Les allégations nutritionnelles autorisées font référence a la valeur énergétique ou a la teneur
en certains composants génériques (protéines, lipides, sucres, sodium, fibres, vitamines et
minéraux). Leur formulation, pour le marché européen, est encadrée par I'annexe du
reglement (UE) No 1924/2006 2. Les quantités significatives de vitamines et minéraux sont
définies dans I'annexe 13 du réglement (UE) No 1169/2011 3. Elles doivent représenter au
minimum 15% des valeurs nutritionnelles de référence (VNR) par 100 g d’aliment pour que ce
dernier puisse étre qualifié « source de ». La qualification « riche en » nécessite une teneur
double (minimum 30%). Le tableau 1 indique les allégations nutritionnelles autorisées pour la
spiruline au regard de sa composition.

Tableau 1. Valeurs nutritionnelles moyennes de la spiruline paysanne frangaise et allégations
nutritionnelles.

Pour 100 g® VNRP | Allégation autorisée
Energie (Kj) 1537 170°¢
Graisses (g) dont : 7 3¢
Acides gras saturés (g) 3 15¢
Acides gras mono-insaturés (g) 1,6
Acides gras poly-insaturés (g) 1,6
Acide y-linolénique (AGL) (g) 11*
Glucides (g) dont : 7,9
Sucres (g) 1,6 0,5°¢
Protéines 64,5 50 Riche en protéines
Sel (g) 3,1 0,12°¢
Phosphore (mg) 439 700 Riche en phosphore
Potassium (g) 2,12 2,00 | Riche en potassium
Magnésium (mg) 232 375 Riche en magnésium
Fer (mg) 65,5 14 Riche en fer
Calcium (mg) 468 * 800 Riche en calcium
Cuivre (mg) 0,3 1 Source de cuivre
Zinc (mg) 2,1 10 Source de zinc
Manganese (mg) 1,3 2 Riche en manganése
Vitamine A, équivalent rétinol (mg) 13,43 0,8 Riche en vitamine A




Pour 100 g? VNRP | Allégation autorisée

Vitamine B1 — Thiamine (mg) 5,31 11 Riche en vitamine B1
Vitamine B2 — Riboflavine (mg) 3,23 14 Riche en vitamine B2
Vitamine B3 — Niacine (mQ) 9,87 16 Riche en vitamine B3
Vitamine B6 — Pyridoxine (mg) 0,78 14 Riche en vitamine B6
Vitamine B9 — Acide folique (u1g) 33 200 Source de vitamine B9
Vitamine B12 — Cobalamine (pg) 81 2,5 Riche en vitamine B12
Vitamine E — Tocophérol (mg) 14,1 12 Riche en vitamine E
Phycocyanine totale (g) dont : 18,34

C-phycocyanine (g) 11,14
Chlorophylle-A (g) 1,14
Béta-caroténe (mg) 104

aDonnées issues d’analyses réalisées par des producteurs FSF entre 2019 et 2022 a I'exception des
valeurs suivies de * issues de la littérature 4.

b Valeurs nutritionnelles de référence pour les protéines, les vitamines et les minéraux lorsque définies.
€ Valeur maximale pour une allégation « pauvre en ... ».

La quantité d’aliment de référence, « par 100 g », est largement supérieure aux usages de
consommation de la spiruline qui se situent dans une fourchette de 3 a 5 g par jour. Cette
disposition réglementaire conduit a autoriser pour la spiruline des allégations nutritionnelles
« riche en » et « source de » alors que les apports pour la dose préconisée sont inférieurs au
seuil de 15% des VNR. On notera que I'annexe 13 du reglement (UE) No 1169/2011 n'’inclut
pas la phycocyanine, le béta-caroténe, la chlorophylle et l'acide y-linolénique (AGL), des
substances pourtant reconnues d’intérét dans la littérature scientifique 41°.

Le réglement (UE) No 1924/2006 précise que les allégations de santé ne devraient étre
autorisées qu'apres une évaluation scientifique effectuée par I'Autorité européenne de sécurité
des aliments (EFSA) en charge d’établir et de maintenir une liste communautaire des
allégations autorisées. Ce reglement a donné la possibilité aux états membres, de déposer
des demandes d’ajouts d’allégations de santé « fonctionnelles génériques » (Article 13,
allégations autres que celles faisant référence a la réduction du risque de maladie ainsi qu'au
développement et a la santé infantiles). Plus de 44.000 allégations ont été présentées et une
liste de 4.637 allégations a été publiée par 'EFSA aprés un processus de premiére évaluation
et de consolidation. La deuxiéme évaluation approfondie, menant a la publication confirmée
ou au rejet d’'une allégation, n’est pas arrivée a son terme et de nombreuses allégations ont
un statut « en attente » et sont, par défaut, autorisées.

Huit allégations concernent la spiruline (Tableau 2) dont six sont en attente d’évaluation et une
acceptée apres une évaluation scientifique approfondie par 'EFSA.



Tableau 2. Allégations de santé « fonctionnelles génériques » déposées pour la spiruline et

issues de la base de données EFSA 16,

ID

Allégation de santé

Condition
d’utilisation

Statut EFSA

1867

Antioxydant. La spiruline est une riche source
d’antioxydants qui aident le corps a se protéger
contre les conséquences du stress oxydatif.

2 g spiruline
fjour

Acceptée 1’

1876

Soutien du systeme immunitaire. La spiruline
aide a soutenir le systeme immunitaire. La
phycocyanine est un puissant stimulant
immunitaire.

2 g spiruline
fjour

En attente

2583

les défenses
résistance de

Immunostimulant. Renforcer
naturelles. Favorise la
l'organisme.

1,5 g spiruline
fjour

En attente

2737

Tonus, vitalité. Aide a renforcer le tonus et la
vitalité. Aide en cas de fatigue. Aide a soutenir
la vitalité de l'organisme. Aide a se sentir plus
énergique. Amélioration de la vitalité/énergie.

2 g spiruline
fjour

En attente

2758

Supplémentation en acides aminés.
Supplémentation en acides aminés, pour la
préservation de la masse maigre, dans le cadre
d'un régime pauvre en protéines pour
personnes en surpoids.

0,6 4 0,9 g de
spiruline /jour

En attente

3145

Santé glycémique. La spiruline maintient un
taux de sucre correct.

1,5 g spiruline
fjour

Rejetée 18

1858

Contréle du poids, empéche la dégradation de
l'amidon.

1,8 g spiruline
fjour

En attente

4575

BN

Aide a contréler le poids en réduisant la
sensation de faim / en augmentant la sensation
de satiéte.

1,8 g spiruline
fjour

En attente

Outre ces allégations spécifiques a la spiruline, des demandes ont été déposées pour certains
de ses composants. Le béta-carotene a fait 'objet de demandes d’allégations de santé
« fonctionnelles génériques ». L’'EFSA a retenu [lallégation relative au maintien du
fonctionnement normal du systéeme immunitaire mais a rejeté les allégations portant sur la
protection de la peau contre les UV et la protection de 'ADN, des protéines et des lipides
contre les dégats liés a I'oxydation *°.

Des demandes d’allégations pour I'AGL, portant sur la réduction des inflammations, ont
également été déposées mais I'EFSA considére que les preuves scientifigues évaluées ne
sont pas suffisantes pour étayer les allégations présentées 2°. Aucune demande d’allégation
concernant la phycocyanine et la chlorophylle-a n’a été déposée ni évaluée. Ces trois



derniéres substances ne peuvent donc pas faire I'objet d’allégation santé et par extension
d’allégation nutritionnelles.

La communication autorisée par la réglementation UE sur les propriétés de la spiruline semble
limitée par rapport aux bienfaits publiés dans la littérature scientifigue. Dans un article paru en
2018, De La Jara et al. ** ont passé en revue 25 essais cliniques randomisés portant sur la
dyslipidémie, le diabéte, I'hypertension, la fatigue physique, la réponse immunitaire,
linflammation, les allergies et I'action antivirale. La plupart de ces travaux ont montré une
réponse positive entre la consommation de spiruline et I'amélioration de I'état de santé. Vingt
de ces essais cliniques étaient en rapport avec les effets antioxydants de la spiruline. Le
caractére antioxydant de la spiruline a également été documenté dans d’autres publications
21-2 qui mettent en avant sa composition en pigments (chlorophylle-a, phycocyanines et
caroténoides), tocophérols (vitamine E), acide gamma-linolénique et composés phénoliques,
qui assurent une protection contre le stress oxydatif. D’un point de vue médical, le stress
oxydatif est lié a la prévalence de maladies neurodégénératives, inflammatoires et
cardiovasculaires, d’'allergies, de dysfonctionnement du systéme immunitaire, du diabete et de
maladies liées a I'dge et au cancer .

Un autre bénéfice reconnu de la spiruline est sa richesse en fer 2. Cet élément est nécessaire
a la biosynthése de I'hémoglobine et sa carence entraine une anémie ferriprive. La
biodisponibilité du fer contenu dans la spiruline et son effet positif sur le taux de formation de
ferritine ont été démontrés in vitro 26 mais n’ont toutefois pas été confirmés dans des essais
cliniques randomisés en double aveugle .

1.4. Réglementation

Au regard de la Iégislation européenne 28, les quatre espéces de spiruline suivantes sont
considérées comme des aliments traditionnels (« not novel in food ») compte tenu d’'une
consommation constatée dans 'UE avant le 15 mai 1997 :

e Limnospira maxima (Setchell & N.L.Gardner) Nowicka-Krawczyk, Muhlsteinova &
Hauer 2019. Synonyms: Arthrospira maxima Setchell & N.L.Gardner 1917, Spirulina
maxima (Setchell & N.L.Gardner) Geitler 1932, Oscillatoria pseudoplatensis Bourrelly
1970.

e Limnospira fusiformis (Voronichin) Nowicka-Krawczyk, Mihlsteinova & Hauer 2019.
Synonyms: Spirulina fusiformis Voronichin 1934, Arthrospira fusiformis (Voronichin)
Komarek & J.W.G.Lund 1990.

o Arthrospira platensis Gomont 1892. Synonyms: Arthrospira jenneri var. platensis
(Gomont) Guarrera & Kihnemann 0, Oscillatoria platensis (Gomont) Bourrelly 1970,
Spirulina jenneri var. platensis Nordstedt 1884, Spirulina platensis (Gomont) Geitler
1925.

e Spirulina major Kitzing ex Gomont 1892. Synonyms: Arthrospira major (Kutzing ex
Gomont) W.B.Crow 1927, Spirulina oscillariorides Turpin 1827, Spirulina major f.
constans Emoto & Hirose 1952, Oscillatoria oscillariorides lltis 1970.

Une cinquiéme espece de spiruline est seulement considérée sous le statut de complément
alimentaire (« not novel in food supplements ») pour laquelle une consommation a été
constatée dans 'UE avant le 15 mai 1997 :
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e Limnospira indica (Desikachary & N.Jeeji Bai) Nowicka-Krawczyk, Muhlsteinova &
Hauer 2019. Synonyms: Arthrospira indica Desikachary & N.Jeeji Bai 1992.

Au regard de la législation frangaise, trois especes de spiruline figurent dans la liste des
ingrédients autorisés dans les compléments alimentaires (Arrété du 24 juin 2014)?° : Spirulina
major, Spirulina maxima et Spirulina platensis. Les espéces A. (S.) fusiformis et A. indica n'y
figurent pas.

L’Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA, Food and Drug
Administration) accorde le statut GRAS (Generally Recognized as Safe) aux espéces S.
maxima et S. platensis suite a une évaluation de ces aliments par le « Dietary Supplements
Information Expert Committee (DSI-EC) of the United States Pharmacopeial Convention
(USP) » réalisée en 2011. *

La FAO considére la spiruline comme un aliment d’'intérét majeur en se référant aux espéces
A. platensis et A. maxima ..

Les autorités australiennes (Therapeutic Goods Administration) se référent également
uniquement aux especes A. platensis et A. maxima dans leur réglementation sur les matieres
actives.

La spiruline n’est pas incluse dans la liste des aliments du codex alimentarius 2. Seuls les
extraits de spiruline, sans mention d’espéce, sont inclus comme colorant dans la liste des
additifs alimentaires du codex alimentarius (CXS 192-1995) depuis la révision de 2023.

Selon les différentes réglementations, la spiruline peut donc étre classée comme aliment,
complément alimentaire ou ingrédient avec des nomenclatures variées qui distinguent des
usages différents selon les espéces. Seule la Iégislation européenne mentionne I'espéce L.
(A.) fusiformis comme aliment. Cette espéce est exclue des législations américaine,
australienne et francaise.

1.5. Taxonomie

On constate avec le paragraphe précédent que la réglementation et la taxonomie des
spirulines sont liées et que coexistent dans les différents textes cing désignations d’espéces
(platensis, fusiformis, maxima, indica et major) et quatre désignations de genre (Arthrospira,
Limnospira, Spirulina et Oscillatoria). Le nom vernaculaire « spiruline », en particulier sa
traduction anglaise « spirulina», est lui-méme source de confusion avec le genre
cyanobactérien Spirulina.

La premiére description d’une spiruline a été réalisée par Gomont en 1892 qui a décrit une
souche originaire du Rio de la Plata (Uruguay) et I'a assignée au genre Arthrospira en la
désignant A. platensis. En 1917, une deuxieme espéce a été décrite par Setchell & N.L.
Gardner sous le nom A. maxima a partir d'une souche issue d’eaux sauméatres a Oakland
(Etats-Unis). Le genre Arthrospira a été fusionné avec le genre Spirulina lors d’'une révision
taxonomique des Cyanophyceae réalisée par Geitler en 1932. Dés lors, pour des raisons
d’antériorité du genre Spirulina sur le genre Arthrospira, la spiruline a été rattachée au genre
Spirulina. En 1934, Voronichin décrit une troisieme espéce, Spirulina fusiformis, a partir d’'une
souche provenant du lac Tanatar dans le sud de la Sibérie .
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Par la suite, de nombreuses études ont montré que les genres Spirulina et Arthrospira étaient
distincts. Herdman et al. ont ainsi montré dés 1979 que les souches Spirulina platensis PCC
7345 et Spirulina major PCC 6313 ne pouvaient appartenir au méme genre compte tenu des

différences constatées sur leur morphologie et leur contenu en acides désoxyribonucléiques
34

Ces deux genres ont été séparés dans la premiére édition (1989) du « Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology ». En 1990, Koméarek et Lund ont placé les especes « maxima » et
« fusiformis » dans les formes planctoniques d’Arthrospira et ont considéré A. platensis
comme une espéce benthique .

En 1992, Desikachary et Jeeji Bai ont décrit une nouvelle espéce, A. indica, sur la base de
différences morphologiques constatées, notamment au niveau des calyptres, sur une souche
provenant du lac Lonar en Inde *. En 1997, Tomaselli *® propose de reconsidérer A. platensis
comme une espéce planctonique et attire I'attention sur la plasticité des phénotypes qui rend
hasardeuse la classification des espéces a partir de criteres morphologiques.

En 1999, Scheldeman et al. 3" ont montré que 51 souches de spiruline étaient groupées en
deux lignées en utilisant une méthode phylogénétique basée sur les séquences ITS (Internal
Transcribed Spacer) situées entre les génes codant 'ARN ribosomique. A cette occasion, la
séparation des genres Spirulina et Arthrospira a pu aussi étre démontrée. L'existence de deux
lignées de spiruline a été confirmée en 2001 par Baurain et al. % qui ont analysé les séquences
ITS de 21 souches de spiruline attribuées aux espéces A. fusiformis, A. indica, A. maxima et
A. platensis. En 2001, Li et al. *°* ont montré que le pas d’hélice des trichomes de A. maxima
et A. fusiformis n’était pas un critére taxonomique fiable et ont suggéré que ces deux espéces
soient identiques. En 2002, Manen et Falquet “° ont réalisé une étude phylogénétique basée
sur des séquences de l'opéron phycocyanine (cpcA-cpcB) qui montre I'existence de deux
lignées dont une divisée en deux sous-lignées. En 2012, Miklaszewska et al. 4!, en analysant
les séquences de I'opéron des vésicules gazeuses (gvp), ont également montré I'existence de
deux lignées corrélées avec celles identifiées avec les séquences ITS.

En 2018, Nowicka-Krawczyk et al. 4? ont pu caractériser une souche de A. jenneri, 'espéce
type du genre Arthrospira, issue d’un réservoir d’eau en Pologne. Cette étude a montré que
A. jenneri difféere des souches de spiruline concernant sa morphologie cellulaire, son
ultrastructure, son écologie et sa séquence du géne 16S rRNA. Les auteurs ont dées lors
proposé de déplacer trois espéces de spiruline - A. fusiformis, A. indica et A. maxima - dans
un nouveau genre appelé Limnospira. A cette occasion, I'espéce A. platensis, compte tenu de
son caractére benthique décrit en 1892 par Gomont, n’a pas été déplacée dans ce nouveau
genre.

En 2019, Papapanagiotou et Gkelis 43, suite a une étude phénotypique et phylogénétique
(géne 16S rRNA) de 39 souches de spiruline, ont suggéré I'existence d’'une seule espéce et
de plusieurs sous-especes. En 2021, Misztak et al. 4, en caractérisant une nouvelle souche
de spiruline provenant de Sibérie, ont confirmé I'existence de deux lignées en réalisant des
comparaisons génomiques entre 17 souches de spiruline tout en proposant un troisieme clade
selon une analyse des séquences 16S rRNA. Enfin, Roussel et al. *° ont proposé en 2023
d’interpréter les deux lignées de spiruline comme une seule espéce du genre Limnospira sur
la base d’'une analyse des séquences 16S-ITS et d’'une comparaison des génomes avec la
méthode ANI (Average Nucléotide Identity).
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S'’il existe un consensus sur I'existence de deux lignées de spiruline, les interprétations a
donner a ces lignées sont différentes selon les auteurs. Selon la nomenclature de référence
publiée par le service LPSN “¢ (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature,
https://Ipsn.dsmz.de), quatre appellations d’espéces de spiruline coexistent: Limnospira
fusiformis (synonymes : Spirulina fusiformis et Arthrospira fusiformis), L. indica (synonyme : A.
indica), L. maxima (synonymes : S. maxima et A. maxima) et A. platensis. Ces désignations
ont toutes été publiées sous le « Code international de nomenclature pour les algues, les
champignons et les plantes » (ICN, Botanical Code) et pas sous le code dédié aux prokaryotes
(ICNP, International Code of Nomenclature of Prokaryotes). Le tableau 3 ci-dessous récapitule
les différents noms d'espéces pouvant étre rencontrés et leurs statuts en termes de
nomenclature et taxonomie.

Tableau 3: Noms des especes de spiruline et leurs statuts en termes de nomenclature et
taxonomie selon le LPSN (15 septembre 2024).

Statut Statut
Nom .
nomenclature taxonomique
Arthrospira fusiformis (Woronichin 1934) Komarek and
Lund 1390 Valablement Synonyme
Arthrospira indica Desikachary and Jeeji Bai 1992 publié (code ICN) | homotypique
Arthrospira maxima Setchell and Gardner 1917
. . Valablement
Arthrospira platensis Gomont 1892 Nom correct

publié (code ICN)

Limnospira fusiformis (Woronichin 1934) Nowicka-

Krawczyk et al. 2019
Valablement
Limnospira indica (Desikachary and Jeeji Bai 1992) | g (code ICN) | O™ correct

Nowicka-Krawczyk et al. 2019

Limnospira maxima (Setchell and Gardner 1917)
Nowicka-Krawczyk et al. 2019

. . : : Non valablement | Nom référé
"Limnospira platensis" Nowicka-Krawczyk et al. 2019 P

publié (incorrect)
Spirulina fusiformis Woronichin 1934 Valablement Synonyme
. homotypique
publié (code ICN)
Spirulina maxima (Setchell and Gardner 1917) Geitler Nom illégitime
1932 (homonyme)
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2. Cyanotoxines

Dans cette section, sont présentés les cyanotoxines, des métabolites secondaires produits par
diverses cyanobactéries, et en particulier les microcystines qui sont centrales dans notre sujet
d’étude. Seules les cyanotoxines hépatotoxiques, cytotoxiques et neurotoxiques en rapport
avec l'alimentation (contamination par voie orale) sont présentées.

2.1. Nomenclature, toxicité et structures

2.1.1. Microcystines

Les microcystines (MCs) sont des heptapeptides cycliques hépatotoxiques initialement isolées
a partir de la cyanobactérie unicellulaire Microcystis aeruginosa. Elles sont produites par de
nombreux taxons de cyanobactéries - notamment les genres Microcystis, Planktothrix, Nostoc,
Dolichospermum (Anabaena) - qui peuvent contaminer des eaux douces, saumatres et
marines, et aussi des milieux terrestres 4. Notons que le genre Arthrospira, en particulier
I'espéce A. fusiformis, est également cité dans les genres pouvant produire des MCs 4847:49.50,

Les MCs sont des inhibiteurs d’enzymes protéines phosphatases (PPs) qui interviennent dans
la régulation de la phosphorylation des protéines. Cette inhibition augmente la phosphorylation
des protéines dans les cellules du foie affectant ainsi de nombreuses voies métaboliques,
comme le transport membranaire, la division cellulaire et la transcription génétique. Les MCs
peuvent dés lors entrainer la nécrose du foie. Elles sont également citées comme étant des
potentiels promoteurs de tumeurs, des perturbateurs endocriniens et pouvant endommager le
matériel génétique °°2. Les MCs présentent de nombreux variants, approximativement 279
reportés en 2021 %3, provenant principalement de substitution d’acides aminés en position 2 et
4 et de la présence ou non de groupes méthyle sur les positions 3 (R1) et 7 (R2) (Figure 7).
Le variant le plus fréqguemment rencontré et étudié sur le plan toxicologique est la microcystine-
LR (MC-LR) avec les acides aminés L-leucine et arginine respectivement en position 2 et 4.
Ce variant est également considéré comme I'un des plus toxiques 2.

Les MCs sont synthétisées par des enzymes, incluant des « non-ribosomal peptide synthetase
(NRPS) » et des « polyketide synthetase (PKS) ». Ces enzymes sont encodées par les genes

mcyA a mcyJ (Tableau 4) groupés sur un cluster qui comporte environ 55.000 nucléotides 4
56
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Figure 7. Structure moléculaire des microcystines. 1, D-Alanine ; 2, X (variable) ; 3, D-
MeAsp (D-érythro-b-méthyl-D-acide aspartique) ; 4, Z (variable) ; 5, Adda (acide (2S, 3S, 8S,
9S)-3-amino-9-méthoxy-2-6-8-triméthyl-10-phényldéca-4,6-diénoique) ; 6, D-glutamate ; 7,
Mdha (N-méthyldéshydroalanine). R1 et R2, H (déméthylmicrocystines) ou CHs. Source :
Wikipedia selon Chorus et Welker 2021 47,

Tableau 4. Génes et protéines impliquées dans la biosynthése des microcystines chez
Microcystis aeruginosa PCC 7806SL. >

Gene |Protéine | Nom de la protéine Lorzg;)eur
mcyA | McyA |non-ribosomal peptide synthetase 2.795
mcyB | McyB |non-ribosomal peptide synthetase 2.126
mcyC | McyC | non-ribosomal peptide synthetase 1.291
mcyD | McyD |type | polyketide synthase 3.906
mcyE McyE hybrid non-ribosomal peptide synthetase/type | polyketide 3.487
synthase

mcyF | McyF |aspartate/glutamate racemase family protein 251
mcyG | McyG |type | polyketide synthase 2.631
mcyH | McyH | ATP-binding cassette domain-containing protein 585
mcyl Mcyl | phosphoglycerate dehydrogenase 337
mcyJ McyJ | methyltransferase domain-containing protein 311
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2.1.2. Nodularines

Les nodularines (NODs) sont des pentapeptides cycliques hépatotoxiques initialement isolés
a partir de la cyanobactérie Nodularia spumigena. Elles ont une structure (Figure 8) proche de
celles des MCs et ont en commun l'acide aminé Adda. Les NODs sont également des
inhibiteurs d’enzymes protéines phosphatases. Ces pentapeptides sont des meétabolites
secondaires synthétisés par un complexe de NRPS et PKS eux-mémes encodés par les génes
ndaA a ndal groupés dans un cluster d’environ 50.000 nucléotides °’. Huit variants ont été
identifiés provenant également de substitution d’acides aminés et de la présence ou non de
groupes méthyle. Notons que le variant Nodularine-V est également appelé Motuporine %8,

Figure 8. Structure moléculaire des nodularines. 1, Mdhb (N-méthyldéhydrobutyrine); 2, D-
MeAsp (D-érythrométhyl-D-acide aspartique); 3, Z (variable); 4, Adda (acide (2S, 3S, 8S, 9S)-
3-amino-9-méthoxy-2-6-8-triméthyl-10-phényldéca-4,6-dienoique); 5, D-glutamate. R1 et R2,
H ou CHs Source : Wikipedia selon Chorus et Welker 2021 4'.

2.1.3. Anatoxines

Les anatoxines (ATXs) sont des alcaloides neurotoxigues initialement isolées de la
cyanobactérie Dolichospermum flos-aquae. Quatorze variants ont été identifiés et les formes
les plus connues sont I'anatoxine-a (ATX-a) et 'lhomoanatoxine-a.

L’anatoxine-a se lie irréversiblement aux récepteurs d’acétylcholine des neurones et des
jonctions neuromusculaires, entrainant une paralysie des muscles notamment respiratoires.
L’homoanatoxine-a partage les mémes propriétés toxicologiques.

Les ATXs sont des métabolites secondaires biosynthétisées par des enzymes comportant trois
PKS. Chez la cyanobactérie Oscillatoria PCC 6506, dix genes (Ana) codent ces enzymes et
sont groupés dans un cluster d’environ 30.000 nucléotides 5%,

2.1.4. Saxitoxines

Les saxitoxines (STX) sont des alcaloides neurotoxiques pouvant étre produits par des
dinoflagellées marines ©! et des cyanobactéries d’eau douce incluant notamment les genres
Dolichospermum (Anabaena), Microseira (Lyngbya) et Aphanizomenon “. Plus de 57
analogues de STXs, regroupés sous I'appelation commune PSTs (Paralytic Shellfish Toxins),
ont été identifiés. Les PSTs inhibent les canaux ioniques — sodium, calcium et potassium —

16



dans les neurones de vertébrés entrainant l'inhibition de la transmission des signaux
neuronaux 2. Les saxitoxines sont des métabolites secondaires dont la biosynthése implique
13 génes groupés sur le cluster sxt qui comprend environ 35.000 nucléotides 664,

2.1.5. Cylindrospermopsines

La cylindrospermopsine (CYN) est un polyketide alkaloide initialement isolé a partir de la
cyanobactérie Raphidiopsis (Cylindrospermopsis) raciborskii et dont huit variants CYN ont été
décelés 2. Les CYNs agissent comme des composés cancérigenes et génotoxiques . Les
CYNs sont biosynthétisées par des enzymes comprenant quatres PKS et deux complexes
NRPS/PKS. Quinze génes (cyrA-cyrO), groupés dans un cluster d’environ 43.000 nucléotides,
sont impliqués dans cette biosynthése 6.

2.1.6. Guanitoxine

La guanitoxine (GNT), anciennement appelée anatoxine-a(S) car engendrant des symptémes
similaires aux ATX mais avec une salivation excessive, est un organophosphate neurotoxique.
La GNT est un métabolite secondaire dont les génes impliqués dans sa biosynthése ne sont
pas encore identifiés. Aucun analogue n’a été identifié a ce jour.

2.1.7. Aetokthonotoxine

L’aetokthonotoxine (AETX) est un alkaloide neurotoxique produit par la cyanobactérie
Aetokthonos hydrillicola. Elle provoque des maladies neurodégénératives. L'AETX est un
métabolite secondaire dont la biosynthése implique six génes (aetA-aetF) groupé dans un
cluster d’environ 9.000 nucléotides 7. Le gene aetA code une enzyme de type halogénase

également impliquée dans la biosynthése d’autres métabolites secondaires cyanobactériens
68

2.1.8. BMAA et isomeéres

La B-N-methylamino-L-alanine (BMAA) est un acide diaminé non protéinogéne pouvant étre
produit par des cyanobactéries, des bactéries chemohétérotrophes, des dinoflagellés et des
diatomées 5°. La BMAA et ses formes isomériques - I'acide (S)-2, 4-diaminobutyric (DAB), la
N-(2-aminoethyl) glycine (AEG), et la B-N-amino-L-methyl alanine (BAMA) — sont des
neurotoxines associées a des maladies humaines neurodégénératives 7°72,

La voie de biosynthése enzymatique de la BMAA et de ses isomeéres par les cyanobactéries
n’est pas clairement identifiée a ce jour bien que des génes, hypothétiquement lié a la synthése
de BMAA et de DAB, aient été identifiés dans des génomes de cyanobactéries "7,

2.2. Réglementation relative aux cyanotoxines

Dans le cadre de ces recommandations relatives a la qualité de I'eau potable, 'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a publié une valeur de référence d’apports journaliers tolérables
(VTR, valeur toxicologique de référence) uniquement pour la MC-LR %2, Cette VTR, établie
pour une exposition continue a long terme, est de 0,04 ug MC-LR par kg poids corporel et par
jour (kg* bw day). Pour des expositions de courte durée, la valeur de référence est de 0,4 ug
MC-LR kg? bw day™. Sur cette base 'OMS a établi une recommandation de teneur maximale
en MC-LR dans les eaux potables fixée a 1 ug MC-LR L en considérant une consommation
quotidienne de 2 L d’eau, ne représentant pas plus de 80% des apports en MCs, pour une
personne de 60 kg.
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Cette VTR sert de référence pour établir d’autres recommandations dans le domaine de
I'alimentation. Concernant les compléments alimentaires a base de micro-algues, les autorités
de I'Oregon (Etats-Unis) ont établi une limite maximale de 1 pg MC-LR par gramme de produit
suite a une contamination majeure du lac Klamath, ou est récoltée la cyanobactérie
Aphanizomenon flos-aquae (AFA), par des cyanobactéries Microcystis aeruginosa
productrices de MC-LR 4.

Aux Etats-Unis, la monographie consacrée a A. platensis dans '« USP Dietary Supplements
Compendium » établi une teneur maximale en microcystines totales (méthode Adda-ELISA)
de 0,5ug MCs g* de spiruline séche (0,5 ppm). En France, dans la liste des ingrédients
autorisés dans les compléments alimentaires (Arrété du 24 juin 2014) 2°, aucune
recommandation concernant le contréle des cyanotoxines n’est indiquée pour les espéces de
spiruline alors que ce méme document précise une limite de 1 pg MCs g* pour I'algue Klamath
(AFA). De méme, au Canada, une limite de 1 ug MCs g* a été fixée pour la seule Klamath
(AFA) et pas pour la spiruline.

La Fédération des Spiruliniers de France a établi un guide des bonnes pratiques et d’hygiéne
(GBPH) pour la production paysanne de spiruline. Ce GBPH précise également une limite de
1 ug MC-LReq g* de spiruline seche. Cette limite, issue de la premiére recommandation
établie par le Département de I'Agriculture de I'Oregon (ODA, Etats-Unis), s'impose comme
une recommandation communément acceptée dans I'UE sans qu’elle fasse I'objet d’'une
réglementation formelle.

En France, 'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de 'environnement et du
travail (ANSES) a émis en 2019 une recommandation de VTR pour les microcystines égale a
1 ng MC-LR kg™ bw day™. Soit une VTR 400 fois plus faible que celle établie par TOMS. Cette
différence s’explique par la prise en compte par TANSES d'une étude portant sur I'altération
de la qualité spermatique réalisée sur des souris males °. Cette étude a été rejetée par TOMS
lors de sa derniére réévaluation de la VTR microcystines effectuées en 2020 52,

Concernant les ATXs, 'OMS considére que les informations sont insuffisantes pour définir une
VTR pour une exposition chronique. Elle a toutefois établi, pour les expositions a court-terme,
une valeur guide maximale pour I'eau potable de 30 uyg ATXs L™ 5. L’ANSES n’a pas proposé
de VTR pour cette toxine faute de données toxicologiques suffisantes 7’.

Pour les CYN, 'OMS a publié une VTR de 0,03 pg CYN kg bw day? et une valeur guide
maximale d’exposition chronique pour I'eau potable de 0,7 ug CYN L 8. L’ANSES a proposé
une VTR subchronique (exposition de 15 a 364 jours, 0,14 ug CYN kg? bw day?) pour cette
méme toxine avec un niveau de confiance moyen 8,

Enfin, en se basant sur des cas d’empoisonnements d’humains avec des PST (paralytic
shellfish toxins), TOMS a défini une valeur guide maximale d’exposition a court terme pour
I'eau potable de 3 ug STX L . L'ANSES a également proposé des VTR d’exposition aigué,
avec un niveau de confiance faible compte tenu du faible nombre d’études toxicologiques,
pour la STX (0,1 ug STX kg* bw day™) &,

Les autres cyanotoxines n’ont pas fait I'objet de recommandation de VTR ni par TOMS, ni par
'ANSES, faute de données toxicologiques suffisantes.
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2.3. Méthodes d’analyses

Les principales méthodes analytiques utilisées pour détecter les cyanotoxines sont les
méthodes biochimiques immuno-enzymatique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
et les méthodes chimiques utilisant notamment la chromatographie en phase liquide (LC) et la
spectrométrie de masse (MS).

Les tableaux 5 et 6 des chapitres suivants (2.4 et 2.5) mentionnent les méthodes utilisées dans
des études pour détecter et quantifier des cyanotoxines dans des aliments et des compléments
alimentaires.

Concernant les MCs et les NODs, l'acide aminé Adda, spécifique de ces cyanotoxines, est
utilisé comme cible par les kits d'analyses enzymatiques ELISA (Adda-ELISA) pour détecter
les MCs et NODs sans distinction de congéneres. Ces tests Adda-ELISA sont calibrés avec
des étalons de MC-LR, le congénére de MC le plus fréquent et réputé le plus toxique °2, et les
résultats d’analyse peuvent étre présentés en MC équivalent LR (MC-LReq) ou étre exprimés
en MCs totale (MCs). Les réactions croisées avec les autres congénéres de MCs sont
variables et ces analyses Adda-ELISA sont considérées comme semi-quantitatives 8. Les
limites de quantification des MCs dans un échantillon aqueux se situent entre 0,05 et 0,15 ppb
pour les kits disponibles.

Il existe également des kits ELISA développés pour détecter plus spécifiguement la MC-LR
qui utilisent un anticorps produit par des lapins 2. Cet anticorps interagit également avec les
variants MC-YR et MC-RR mais pas ou faiblement avec les autres congénéres de MCs. Ces
kits ELISA sont donc réservés a des travaux de recherche et non recommandés pour les
contrbles sanitaires.

L’'US EPA (Environmental Protection Agency, Etats Unis) a publié en 2016 une méthode pour
la détermination des MCs et NODs totales dans les eaux potables et eaux ambiantes. Cette
méthode, connue sous le nom « EPA 546 », est basée sur I'utilisation de kits Adda-ELISA et
demeure actuellement la seule méthode ELISA normée pour analyser des cyanotoxines.

L’ANSES a établi en 2020 un rapport d’évaluation des risques liés aux cyanobactéries et leurs
toxines dans lequel elle recommande [utilisation des tests ELISA pour l'analyse des
cyanotoxines dans les eaux destinées a I'alimentation, les eaux de loisirs et les eaux destinées
aux activités de péche. Pour les MCs, TANSES recommande l'utilisation des tests Adda-
ELISA.

Les analyses de MCs dans des produits spirulines sont réalisées selon la méthode de
Lawrence et al.®® qui consiste a réaliser une extraction des MCs dans une solution de méthanol
suivie d’une dilution aqueuse qui permet I'utilisation des kits ELISA développés pour I'analyse
des eaux. Cette méthode engendre une dilution d’un facteur 1000, ce qui raméne la limite de
guantification des analyses entre 0,05 et 0,15 ppm.

Les analyses combinant des méthodes chromatographiques et de spectrométrie de masse
(par exemple, LC-MS/MS) sont considérées comme plus précises et sensibles, mais sont
limitées aux congénéres (ex.: MC-LR) pour lesquels des standards de référence sont
disponibles &4,

Une méthode normée (ISO 20179:2005) utilisant I'extraction en phase solide (SPE) etla LC a
été validée pour les congénéres MC-LR, MC-RR, MC-YR. L’US EPA a publié¢ une méthode
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utilisant la LC-MS/MS (EPA 544) pour les congénéres MC-LR, MC-LA, MC-LF, MC-LY, MC-
RR, MC-YR et la NOD-R. D’autres standards de MCs sont disponibles (ex. : MC-LW, MC-WR,
dMC-LR, dMC-RR) et peuvent étre utilisés avec ces méthodes d’analyses chimiques 8¢,

Concernant les autres cyanoatoxines, des kits ELISA sont disponibles pour ’ATX-a, les CYNSs,
les STXs et la BMAA. Des méthodes chimiques utilisant la LC combinée ou non avec la MS
sont également disponibles. L'US EPA a publié¢ une méthode LC-MS/MS (EPA 545) pour
FATX-a etla CYN &,

2.4. Cyanotoxines dans l'alimentation

Les cyanobactéries et leurs cyanotoxines sont susceptibles de contaminer de nombreux
milieux aquatiques en lien avec la production alimentaire tels que les bassins d’aquaculture et
les eaux de surface utilisées pour l'irrigation et I'alimentation animale. On peut ainsi retrouver
des cyanotoxines dans divers animaux aguatiques mais aussi terrestres, dans des plantes et
dans des compléments alimentaires a base de cyanobactéries ou de micro-algues (BGAS).

Testai et al. en 2016 8! et Drobac Backovic et Tokodi en 2024 8 ont produits des revues sur
le sujet des cyanotoxines dans l'alimentation. Sont présentés ci-aprés des exemples de
contamination (Tableau 5), issus de ces articles et d’autres travaux récents, rencontrés sur le
marché européen et qui illustrent la problématique des cyanotoxines dans I'alimentation au-
dela de la spiruline.

Tableau 5 : Exemples de contamination par des cyanotoxines dans des aliments sur le marché
européen.

Aliment Niveau de contamination Méthode Pays et
d’analyse référence

Microcystines

Chair de poisson (Cyprinus | 119 + 33 uyg MC-LR eq/kg FW | Adda-ELISA | Grece ®
carpio)

Chair de poisson (Acipenser | 1499 ug MC-LR eq kg DW ELISA Gréce ®
gueldenstaedtii)

Chair de poisson (Abramis | 500 yg MCs (8 variants)/kg | HPLC-PAD Pologne **
brama) FW

Moule méditerranéenne | 142 + 14 ug MC-LR eqg/kg FW | Adda-ELISA | Gréce *
(Mytilus galloprovincialis)

Ecrevisse (Astacus astacus) | 329 + 95 uyg MC-LR eq /kg FW | Adda-ELISA | Gréce ®

Ecrevisse (Procambarus | 18100 pug MC-LR/kg FW LC-MS Espagne *
clarkii)

Cuisse de grenouille (Rana | 325 + 87 ug MC-LR eq/kg FW | Adda-ELISA | Gréce
epirotica)

Laitue (Lactuca sativa) 2487 ug MCs/kg DW CIPPIA Angleterre

Nodularine
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Aliment Niveau de contamination Méthode Pays et

d’analyse référence
Moule (Mytilus trossulus) 816 ug NOD/kg DW HPLC-PAD Pologne *
Chair de poisson | 200 ug NOD/kg DW ELISA Finland °¢
(Platichthys flesus)

BMAA

Moule méditerranéenne | 1,8 & 6,0 ug BMAA/g FW UHPLC- France ¥
(Mytilus galloprovincialis) MS/MS
Huitre creuse (Magallana | 0,6 a 1,6 ug BMAA/g FW UHPLC- France ¥
gigas) MS/MS

Moule méditerranéenne | 3,8 & 14,4 ug BMAA/g DW LC-MS/MS France *
(Mytilus galloprovincialis)

Huitre creuse (Magallana | 2,7 a 10,3 ug BMAA/g DW LC-MS/MS France *
gigas)

Crevette (Caridea) 0,46 ug BMAA/g FW UHPLC- Suéde *
MS/MS

FW : poids frais. DW : poids sec. LC : Liquid chromatography. HPLC : High pressure LC. UPLC
: Ultra pressure. MS : mass spectrometry. MS/MS : tandem MS. PAD : photodiode array
detection. CIPPIA : Colorimetric immuno-protein phosphatase inhibition assay. ELISA :
Enzyme-linked immunosorbent assay.

2.5. Cyanotoxines dans les compléments alimentaires BGAS

La présence de cyanotoxines dans des complémentaires alimentaires a été démontrée en
1999 par Gilroy et al. ™ qui ont trouvé des MCs dans des produits a base de Klamath
(Aphanizomenon flos-aquae) et de spiruline issus du marché US avec des concentrations
atteignant 18 ppm pour la premiére et 0,52 ppm pour la seconde. Depuis de nombreuses
études ont montré la présence réguliére de cyanotoxines dans les produits Klamath et plus
ponctuelle dans les produits spiruline comme le montre le tableau 6 qui synthétise les études
réalisées sur des produits trouvés sur le marché européen.

Tableau 6: Recherches de cyanotoxines dans des compléments alimentaires Klamath
(Aphanizomenon flos-aquae) et Spiruline issus du marché européen.

Complément alimentaire Niveau de contamination Méthode Pays et
d’analyse référence

Microcystines

Klamath (n=9) 0,9 45,80 uyg MC-LR/g DW LC-MS/MS Allemagne
0,8 26,10 yg MC-LR eqg/g DW | Adda-ELISA

Klamath (n=8) 024 a 564 pg MCs (6| UPLC- Belgique %
variants)/g DW MS/MS
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Complément alimentaire Niveau de contamination Méthode Pays et
d’analyse référence
Klamath (n=2) 6,58 ug MC-LR/g DW, 5,51 ug | HILIC- Espagne 1t
MC-RR/g DW MS/MS
Klamath (n=8) <0,5 a 3 ug MC-LR/g DW LC-MS/MS Ireland 102
Klamath (n=26) 0,02 a 4,02 ug MC-LR/g DW, | LC-MS/MS Italie 103
0,01 a 2,02 ug MC-LA/g DW
Spiruline (n=5) Non détecté (6 variants MCs) | LC-MS/MS Allemagne 1
0,1 ug MCs/g DW Adda-ELISA
Spiruline (n=18) Non détecté (6 variants MCs) | UPLC- Belgique 8¢
MS/MS
Spiruline (n=6) Non détecté (7 variants MCs) | LC-MS/MS Italie 103
Spiruline (n=3) Non détecté (MC-LR, -RR) HILIC- Espagne 10!
MS/MS
Spiruline (n=31) 0,04 a4 0,58 pug MCs/g DW Adda-ELISA | Gréece 104
Spiruline (n=4) Non détecté LC-MS/MS Ireland 192
Anatoxin-a
Spiruline (n=4) Non détecté LC-MS/MS Portugal 1%
Cylindrospermopsines
Spiruline (n=31) 0,22 20,35 ug CYNs/g DW ELISA Grece 104
Saxitoxines
Klamath (n=26) Non détecté ELISA Italie 1°3
Spiruline (n=31) Non détecté ELISA Grece 14
Spiruline (n=4) Non détecté LC-MS/MS Ireland 102
Spiruline (n=6) Non détecté ELISA Italie 103

HILIC: hydrophilic interaction liquid chromatography.

2.6.

Cyanobactéries productrices de cyanotoxines

La présence ponctuelle de cyanotoxines dans des produits spiruline est avérée et 'hypothése
la plus plausible de ces contaminations est la présence de cyanobactéries toxiques dans les

cultures de spiruline.

Les genres de cyanobactéries pour lesquels des taxons, au regard des connaissances
actuelles, sont associés a la production de cyanotoxines sont listées dans le tableau 7. Cette
liste est basée sur les synthéses publiées par Bernard et al. en 2017 “8, Chorus et Welker #’
en 2021 et Lali¢ en 2024 “°. Elle ne retient que les identifications réalisées sur des souches
isolées et ne concerne que les cyanotoxines présentées ci-avant (2.1).
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Tableau 7. Taxons de cyanobactéries associés a la production de toxines.

Ordre Famille Genre Toxines
Geminocystaceae Annamia MCs 106
Aphanocapsa MCs 17
Chroococcales Merismopedia MCs 108
Microcystaceae
Microcystis MCs 109-112  ATX 112
Radiocystis MCs 113
Geitlerinematales | Geitlerinemataceae Geitlerinema MCs 14 STX 115
Leptolyngbyales Leptolyngbyaceae Leptolyngbya MCs 108114
CYN 116 ATX 117,118
Aphanizomenon STX 119122 ’
Cuspidothrix ATX, STX
Cylindrospermopsis | CYN 123
Aphanizomenaceae
Cylindrospermum STX 113
Dolichospermum MCs 109 GNT 124
(Anabaena) ATX 112125 gTX 126
Raphidiopsis CYN 127 STX 128
Calotrichaceae Calothrix MCs 12°
Nostocales
Fischerella MCs 130
Hapalosiphonaceae
Hapalosiphon MCs 3
Anabaenopsis MCs 132
Chrysosporum CYN 13
Nodulariaceae
Nodularia NODs 134135
Umezakia CYN 136
Nostocaceae Nostoc MCs 37, NODs 138
Scytonemataceae Scytonema STX 139

Oscillatoriales

Microcoleaceae

Arthrospira

MCs 12, ATX 12

Lyngbya CYN 40 gTX 141
Planktothrix MCs 142143
Tychonema ATX 144
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Ordre Famille Genre Toxines

MCS 145, CYN 146,

Oscillatoria ATX ¥, Homo-ATX
60

Oscillatoriaceae

MCs 48, ATX 14,

Phormidium Homo-ATX 147150151
STX 15
Pseudanabaenaceae | Pseudanabaena MCs 152, ATX 118
Synechococcales
Synechococcaceae Synechococcus MCs %2

Seuls six ordres taxonomiques sont présents dans cette liste qui comprend 30 genres dont la
moitié sont des Nostocales.

Concernant la BMAA, des biais méthodologiques sur les méthodes d’analyses ne permettent
pas d’établir un consensus sur les taxons associés a leur production 47153,

2.7. La toxicité supposée de Arthrospira fusiformis

En 2004, Andreas Ballot et ses collegues du Leibniz-Institute of Freshwater Ecology and
Inland Fisheries, Department of Limnology of Stratified Lakes, ont annoncé que la souche
Arthrospira fusiformis AB2002/02, prélevée dans le lac Sonachi (Kenya), produisait des
microcystines (2,2 ug MC-YR/g DW) et des anatoxine-a (0,3 pg ATX-a/g DW) 2. Ces mémes
auteurs ont publié en 2005 une seconde étude montrant que la souche A. fusiformis
AB2002/10, issue du lac Bogoria (Kenya), produisait des MC-YR (15,02 ug/g DW) et des ATX-
a (10,38 ug/qg) et que la souche A. fusiformis AB2002/04 produisait des ATX-a (0,14 ug/g DW)
1, Ces deux études basées sur la recherche et la quantification des toxines par des méthodes
ELISA et HPLC n’avaient toutefois pas mis en évidence de production de cyanotoxines dans
d’autres souches de A. fusiformis issue des lac Simbi (AB2002/11, Kenya) et Elmenteita
(AB2002/01, Kenya).

En 2005, Lugomela et al. ont attribué la mortalité de masse de flamants nains (Phoeniconaias
minor), survenue au lac Big Momela (Tanzania), a leur consommation de A. fusiformis.

Depuis ces publications, aucune étude n’a pu mettre en évidence la toxicité de A. fusiformis
ou d’une autre espéce de spiruline. Mussagy et al. ont analysé trois cultures de souches de A.
fusiformis, issues de bassins d’eaux usées au Mozambique et du lac Nakuru au Kenya, sans
pouvoir détecter de MCs ou ATX avec des méthodes ELISA et HPLC . Ces auteurs ont
également montré 'absence du géne mcyE dans les deux souches mozambicaines avec une
analyse PCR %5,

Parmi les genres de cyanobactéries connus pour contenir des souches productrices de
toxines, il existe également des souches non productrices de toxines . Dés lors, ces
différents auteurs ont conclu que le caractére toxique de A. fusiformis est spécifique aux
souches dont certaines auraient perdu la capacité génétique de produire des toxines .

En conséquence des articles de Ballot et al., A. fusiformis est citée comme producteur potentiel
de MCs et ATXs dans plusieurs ouvrages et articles, notamment ceux de Bernard et al. en
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2017 “8, Buratti et al. en 2017 *°, Chorus et Welker en 2021 #’ et Lali¢ en 2024 *°. On notera
gue L. (A) fusiformis n’est pas mentionnée dans les espéces comestibles par les autorités
frangaises, australiennes et américaines, ni par TOMS.

Plusieurs études génomiques sur différentes souches de spiruline ont systématiquement
montré une absence de capacité génétique a produire des toxines comme indiqué dans le
tableau 8. Cependant, aucune de ces souches n’a été identifié¢e comme L. fusiformis dans ces
publications, soit parce que les souches étaient assignées a une autre espéce (A. platensis)
ou alors non assignée a une espéce particuliére.

Table 8 : Etudes génomiques sur le potentiel toxique de souches de spiruline.

Souche @

Cyanotoxines
ciblées

Méthode utilisée

Référence

Arthrospira
platensis NIES-39

MCs, NODs, ATXs,
STXs, CYN

Annotation fonctionnelle du
génome

Fujisawa et al. 2010
157

Arthrospira  sp.

MCs, NODs, ATXs

Annotation fonctionnelle du

Morin 2010 158

Cylindrospermopsis.

PCC 8005 génome
Arthrospira MCs, NODs, ATXs, | Recherche de clusters | Cheevadhanarak et
platensis Cl | STXs, CYN NRPS et PKS al. 2012 1%°
(PCC9438)
Arthrospira MCs, NODs, CYN Recherche des geénes | Misztak et al. 2021 #
/Limnospira  sp. impliqués dans la
09. 13F production de cyanotoxines

dans les genres

Microcystis, Nodularia et

@Nom utilisé par les auteurs.

Afin de rassurer les producteurs et les autorités de sécurité alimentaire, une ou plusieurs
souches de L. fusiformis devraient étre identifiées pour confirmer ou infirmer la toxicité de cette
espece. En particulier, la souche de spiruline camarguaise, soupgonnée d’étre toxique,
nécessite d’étre caractérisée sur le plan toxinogéne.
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3. Objectifs et organisation de la these

Les éléments présentés précédemment montrent que les réglementations qui encadrent la
production, notamment au sens des especes autorisées, et la communication sur la spiruline
sont étroitement liées aux résultats de travaux scientifiques. Les producteurs qui ont pris
conscience que leur spiruline peut étre contaminée par des cyanotoxines s’interrogent sur la
pérennité de leur activité au regard de ce risque.

A ce jour, plusieurs questions sont posées et attendent des réponses scientifiques.
e Quelle est la situation de la production francaise en termes de cyanotoxines ?
e Quelles sont les especes de spiruline cultivées et sont-elles toxiques ?

e Est-ce que la souche de spiruline camarguaise mise en cause en 2018 peut-
étre cultivée ?

e Quelles sont les cyanobactéries contaminantes des cultures de spiruline et
sont-elles toxiques ?

e Comment prévenir et contrdler la présence éventuelle de cyanotoxines dans les
productions ?

Ces questions sont a l'origine du sujet de thése que nous avons décliné en deux obijectifs
principaux.

Le premier objectif consiste a apporter des connaissances sur les contaminations des
cultures frangaises de spiruline par des cyanotoxines et par des cyanobactéries, autres
gue les Limnospira, afin d’évaluer la toxicité éventuelle des produits spiruline et de
fournir des pistes d’amélioration des pratiques culturales et de surveillance et contréle
des contaminations.

Cet objectif sera traité dans les chapitres | et 1l de la these.

Dans le chapitre |, nous apporterons une vue globale des cultures et productions francaises
de spiruline, en termes de contamination par des microcystines et des cyanobactéries, en
traitant les données d’analyses réalisées, entre 2013 et 2021, par 95 producteurs adhérents
de la FSF. Seront traitées des questions sur les niveaux des contaminations et leurs
évolutions, les taxons de cyanobactéries contaminantes, la relation entre contamination des
cultures et contamination des produits récoltés, et la comparaison des méthodes d’analyses
des MCs. Les résultats permettront de formuler des recommandations a la profession sur les
pratiques culturales et la surveillance des contaminations.

Dans le chapitre lll, nous explorerons la cyanosphére de cultures de spiruline avec des
méthodes génétiques afin d’apporter des réponses précises sur l'identité des contaminants et
leur potentiel toxique, et d’apporter des connaissances scientifiques sur I'écologie de ces
milieux artificiels.

Le deuxieme objectif consiste a identifier, parmi les souches cultivées en France et
I’écotype camarguais, les différentes especes de spiruline afin de vérifier si ces taxons,
en particulier Limnospira fusiformis, ont la capacité génétique de produire des
cyanotoxines.
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Cet objectif sera traité dans le chapitre Il dans lequel nous étudierons, avec des méthodes
génétiques, différentes souches afin de vérifier 'hypothése de non-toxicité des spirulines et de
clarifier leur nomenclature.

La structure des différents chapitres, avec les principales questions scientifiques et
méthodologies ou approches appliquées, est synthétisée dans le tableau 9.

Dans ce manuscrit, les trois chapitres sont présentés, rédigés en anglais, sous forme d’articles
scientifiques publiés (chapitres | et Il) ou en cours de publication (chapitre IIl). Une dissertation
sur 'ensemble des résultats obtenus, les limites des études et les potentiels développements
pour des recherches futures est discutée dans la section « Discussion et Perspectives ». Enfin,
une synthése des apports des travaux réalisés est présentée dans la partie « Conclusion
générale ».
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Tableau 9: Plan de la thése, avec les questions scientifigues posées et les approches
appliguées pour chaque chapitre.

Chapitre

Principales questions scientifiques

Approches et méthodes

Quelle est la situation des productions
francaises de spiruline en termes de
contaminations par des cyanobactéries et
des microcystines ?

Quelle est la relation entre

contaminations ?

ces

Quelles sont les évolutions temporelles des
contaminations ?

Existe-t-il des facteurs culturaux qui
influencent les contaminations ?

Constitution d'une base de
données des résultats d’analyses
réalisées par les producteurs.

Analyses de

données.

statistiques ces

Quelles sont les espéces des souches de
spiruline cultivées en France ?

Comment interpréter les deux lignées de
spiruline en termes de nomenclature ?

L’espéce L. fusiformis est-elle toxique ?

La souche camarguaise est-elle une L.
fusiformis et est-elle toxique ?

Acquisition de données
génétiques sur différentes
souches de spiruline.

Analyses phylogénétiques et
phylogénomiques.

Comparaisons génomiques.

Observations des morphologies et
ultrastructures.

Analyses génomiques.

Quelles sont les cyanosphéres des cultures
de spiruline ?

Quelles sont les cyanobactéries
contaminantes de ces cultures ?
Ces cyanobactéries sont-elles toxigues ?

Comment ces cyanobactéries peuvent-
elles proliférer en compétition avec les
spirulines ?

Acquisition de données
génétiques sur différents
échantillons de cultures de
spiruline et d’'un échantillon
environnemental.

Analyses phylogénétiques et
comparaisons génomiques.

Observations des morphologies et
ultrastructures.

Analyses génomiques.
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Contexte général et résumeé

La spiruline (Limnospira spp.) est consommée dans le monde entier, sous forme d’aliments
ou de compléments alimentaires, pour sa valeur nutritionnelle et ses effets positifs pour la
santé. Elle est naturellement présente dans des eaux alcalines, généralement saumatres et
riches en carbonates, nitrates, phosphates et fer. La spiruline est cultivée dans des fermes
aquacoles pour des usages alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques, en particulier en
France avec une filiere de 180 producteurs dont 120 sont adhérents a la Fédération des
Spiruliniers de France (FSF).

De nombreuses cyanobactéries sont connues pour produire diverses cyanotoxines. Les
compléments alimentaires a base d'algues bleu-vert (BGAS) - spiruline, klamath et chlorelle -
sont soupgonnés depuis longtemps de contenir des cyanobactéries potentiellement toxiques
et des cyanotoxines. En particulier des microcystines (MCs), heptapeptides cycliques
hépatotoxiques, dont il existe plus de 270 congéneres. Le variant MC-LR, produit notamment
par Microcystis aeruginosa, est considéré comme l'un des plus toxiques et fait 'objet de
recommandations sanitaires de 'OMS qui a établi, en 1997 et 2020, les doses journaliéres
tolérables pour une exposition chronique a la MC-LR (0,04 ug MC-LR/(kg.jour)). Sur cette
base, un niveau maximal de MCs dans les BGAS a été établi a 1 pug/g (1 ppm) en 1997.

En 1998, la présence de MCs a été démontrée dans des compléments alimentaires a base de
spiruline commercialisés aux Etats-Unis. Ensuite, les analyses de MCs réalisées par
méthodes soit enzymatiques, soit de spectrométrie de masse, sur des échantillons de spiruline
provenant de différents marchés (Australie, Belgique, Chine, Allemagne, Italie, Inde, Espagne,
Suisse, USA), ont montré des résultats trés variables allant de la non-détection a des valeurs
pouvant dépasser 2 ppm.

Nous avons collecté les résultats d’analyses de MCs et d’énumérations de cyanobactéries
réalisées, entre 2013 et 2021, par un laboratoire privé pour 95 producteurs adhérents de la
FSF ayant accepté de partager leurs données.

623 résultats d’analyses réalisées sur spiruline séche avec la méthode enzymatique Adda-
ELISA ont permis d’établir que les niveaux de MCs, détectées dans 58 % des échantillons,
sont faibles et compatibles avec une consommation journaliére de 3 gr de spiruline (dose
généralement recommandée par les producteurs FSF). Cinq échantillons présentant des
niveaux élevés ont fait I'objet de contre-analyses par méthode UHPLC-MS/MS qui n’ont pas
permis de détecter des niveaux significatifs de neuf congénéres de MCs, notamment la MC-
LR. Nos observations montrent que la méthode Adda-ELISA est susceptible de surestimer les
niveaux de MCs dans une matrice spiruline. Du point de vue de la sécurité des
consommateurs, il est donc recommandé aux producteurs de continuer a utiliser cette
méthode pour surveiller les niveaux de contamination des MCs dans leur production et de
confirmer par spectrométrie de masse, en cas de niveau trop élevé

Nous avons également examiné 105 résultats d’analyses ELISA de MCs réalisées sur des
milieux de cultures et combinées a des dénombrements de cyanobactéries. Ces données n’ont
pas permis d’identifier une corrélation entre les taxons de cyanobactéries et les niveaux de
MCs dans les milieux de cultures. Les résultats d’analyses de MCs réalisées sur les spirulines
seches, issues de ces cultures, ne refletent pas les niveaux de MCs trouvés dans les milieux
de cultures.
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La comparaison des populations de cyanobactéries dans des échantillons de cultures de
spiruline et dans les produits récoltés (spiruline séche) montre que ces derniers sont
globalement moins contaminés et ne sont pas représentatifs de la contamination des cultures.
Ce dernier constat peut s’expliquer par la probable dégradation des cyanobactéries, lors des
processus de récolte et de transformation de la spiruline, qui peuvent altérer I'identification des
taxons. Les méthodes de récolte et de filtration ont également une influence sur I'évolution des
populations cyanobactériennes, entre les cultures de spiruline et les produits récoltés, comme
nous avons pu le montrer pour le Cyanobium. Cette analyse a mis en évidence un facteur
« ferme » lié a la diversité des méthodes de récolte (en surface des bassins ou dans la colonne
d’eau) et de filtration.

Les données de dénombrement, établies avec des méthodes morpho-taxonomiques sur 102
échantillons de milieux de cultures et 437 échantillons de spirulines séches, permettent
d’identifier 14 genres de cyanobactéries contaminantes. Leurs taux d’occurrence, observés
entre 2017 et 2021, sont relativement stables. Les contaminants les plus souvent observés le
restent d’année en année. A l'inverse, les taxons moins fréquemment observés ne le sont pas
chague année. Aucune tendance géographique n'est observée pour la diversité taxonomique
des contaminants qui varie de 3 a 11 taxons par ferme, avec une moyenne entre 6 et 7 genres.

Les genres de cyanobactéries contaminantes les plus fréquents — Cyanobium, Jaaginema et
Planktolyngbya — sont présents dans des fermes de spiruline réparties sur 'ensemble du
territoire frangais alors que ces taxons n’apparaissent pas dans la littérature comme étant
fréquents dans I'environnement de ces mémes territoires. Cette observation peut étre reliée a
la pratique non réglementée d’échanges de souches, non isolées, entre producteurs. Ce qui
favorise la propagation des contaminants de ferme en ferme. A contrario, des cyanobactéries
largement présentes dans [I'environnement - Plankthothrix, Microcystis, Anabaena,
Aphanizomenon et Woronichinia — et connues pour leur potentiel toxique, n‘ont pas été
identifiées dans les cultures de spiruline. D’autres taxons - Aphanocapsa, Merismopedia,
Phormidium, Pseudanabaena et Romeria — sont rencontrés dans plusieurs cultures de
spiruline et dans I'environnement des territoires. Ces observations montrent que les
cyanobactéries environnementales n’ont pas toutes la capacité de coloniser les milieux
alcalins et sodiques utilisés pour cultiver la spiruline.

L’analyse des données d'un grand nombre d'échantillons a permis : i) d'établir la situation des
contaminations par microcystines pouvant affecter la production de spiruline francaise ; ii)
d’obtenir des informations sur I'origine de leurs contaminants et les méthodes utilisées pour
leur surveillance ; iii) proposer des améliorations a la profession francaise et par extension a
I'ensemble des producteurs. Ces recommandations concernent l'inoculation de la biomasse,
les pratiques de récolte, ainsi que le suivi des contaminations cyanobactériennes et des
niveaux de MCs. La comparaison des méthodes d’analyses de MCs a également souligné le
manque de connaissances sur les variants de microcystines et leurs produits de dégradation
présents dans les cultures de spiruline.

Mots clés : Spiruline, microcystines, cyanotoxines, Cyanobium, Jaaginema, Planktolyngbya,
Leptolyngbya, Pseudanabaena, Cyanodictyon, Gomontiella, Phormidium
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1. Introduction

Spirulina is the traditional and commercial name of edible filamentous cyanobacteria, which
have first been assigned to the genera Spirulina and Arthrospira 1%°, and more recently to the
genus Limnospira “2. In this paper, the name ‘spirulina’ will refer to Limnospira (previously
known as Arthrospira) spp. Spirulina is naturally present in alkaline fresh water, rich in
carbonates, bicarbonates, nitrates, phosphates and iron. It grows mainly in the intertropical
regions—Rift Valley lakes (Kenia, Mozambique), lake Chad, lake Paracas (Peru), lake
Texcoco (Mexico), lake Lonar (India) *—and is also found in Serbia 2 and Siberia #*. Spirulina,
harvested in lake Texcoco was consumed by the Aztecs at the time of the Spanish conquest
(16th century). The traditional consumption of spirulina harvested in lake Chad by the
Kanembou led to the discovery of the nutritional richness of this cyanobacterium in the 1960s
4. The exceptional nutritive value of spirulina has led the United Nations Food and Agriculture
Organization (FAO) to consider spirulina a food of major interest against malnutrition for the
food security and the response to emergency food situations °. Spirulina contains a set of
specific molecules - c-phycocyanin, complex polysaccharides such as calcium spirulan and y-
linolenic acid - which have strong prophylactic and therapeutic potential, especially in the fields
of cardiovascular diseases, viral infections, cancer prevention and therapy, immune response,
as well as diabetes and cholesterol control 161162,

Many cyanobacteria are known to produce various cyanotoxins, and blue-green algae dietary
supplements (BGASs) have long been suspected of containing toxic cyanobacteria and
cyanotoxins %3, The latter can be classified according to their toxic effect. Among the
hepatotoxins, microcystins (MCs) are hepatotoxic and cyclic heptapeptides, of which there are
more than 270 congeners which are differentiated by amino acid variations in two positions
and the removal or addition of methyl groups 4. The MC-LR congener for instance, produced
by Microcystis aeruginosa particularly, is the one that has been the most studied. It is
considered to be among the most toxic forms and it is the subject of health recommendations
52, The amino acid ADDA, specific to MCs and nodularins, is used in ELISA enzymatic analysis
methods to detect MCs without the distinction of congeners. Analyses combining
chromatographic and mass spectrometry methods (e.g., LC-MS/MS) are considered to be
more precise and sensitive, but are limited to congeners (e.g., MC-LR) for which reference
standards are available 8.

In 1996, the Upper Klamath Lake (Oregon), where the cyanobacteria Aphanizomenon flos-
aquae is harvested for producing food supplement, experienced an extensive bloom of
Microcystis aeruginosa, possibly producer of the hepatotoxic MCs. This event triggered a study
to test the presence of MCs in BGAS and establish a regulatory limit. The presence of MCs in
food supplements based on spirulina, marketed in the USA, was demonstrated in 1998, and a
safe level for microcystins in BGAS was determined to be 1 ug/g (1 ppm) by the Oregon
Department of Agriculture ODA in 1997 7. This regulatory level was established on the basis
of the recommendation of tolerable daily intakes for chronic exposure to microcystin-LR, 0.04
Mg MC-LR/(kg.day), established in 1997 by the WHO and confirmed in 2020 [12]. This
regulatory standard level is also used as a reference in other countries 8. Since then, the
detections of MCs in spirulina samples from different markets (Australia, Belgium, China,
Germany, ltaly, India, Spain, Switzerland, USA) have shown highly variable results, ranging
from non-detection to alarming values 74:86:100.101,103,165-171
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Potential toxin-producing cyanobacteria identified to date include species belonging to the
following genera: Microcystis, Planktothrix, Dolichospermum (Anabaena), Anabaenopsis,
Fischerella, Geitlerinema, Leptolyngbya, Merismopedia, Phormidium, Nostoc and
Synechocystis—and others species: Annamia toxica, Aphanocapsa cumulus, Calothrix
parietina, Hapalosiphon hibernicus, Radiocystis fernandoi, Cyanobium bacillare, Arthrospira
fusiformis, Limnothrix redekei and Trichormus variabilis 441727176 Some of these possibly toxin-
producing cyanobacteria (Calothrix, Phormidium, Microcystis, Nostoc, Anabaenopsis,
Geitlerinema, Leptolyngbya) have been identified through molecular analysis of dry spirulina
samples 7. Therefore, beside Limnospira sp., the presence of toxinogenic cyanobacterial
contaminants is the most likely hypothesis to explain the presence of MCs in spirulina products
100173178 " previous toxicity analysis proved that Limnospira spp. is safe to consume 30179,
However, a final consensus on the toxinogenic nature of Limnospira fusiformis is not yet
established, since two controversial studies have shown the presence of MCs produced by
strains of L. fusiformis from Kenyan lakes 2.

Spirulina is produced in 22 countries around the world, for a total production of 56 kt (tons fresh
weight) in 2019 ©. It is used for human food, animal feed, cosmetics and pharmaceuticals.
Industrial producers, mainly located in China, India and the USA, cultivate spirulina in open
ponds, reaching 120 ha %21 |n France, 201 t of dried spirulina, i.e., 3/4 of European
production, were produced in 2019 by 161 aquaculture farms %181 which are mostly members
of the professional organization “Fédération des Spiruliniers de France” (FSF). This
production, intended for human consumption, is based on small-scale spirulina culture
methods inspired by the work of Ripley Fox and Jean-Paul Jourdan 1. FSF members produce
their spirulina in basins with an average area of 600 m2, protected by greenhouses. Production
and harvesting are seasonal activities that generally take place from the March—April period to
the September—October period. The biomass harvested by filtration is pressed to eliminate the
residual culture medium before drying by air convection at a low temperature (maximum 50
°C).

The FSF and its affiliated producers have been engaged since 2013 in monitoring the presence
of MCs and cyanobacterial contaminants in dry spirulina products and spirulina cultures. The
data collected by the FSF are presented and examined in this paper in order to assess the
microcystin risk of this small-scale production and propose control and risk management
measures.

2. Material and Methods

2.1. Data Collection

The data collected for this study comes from spirulina producers, members of the Fédération
des Spiruliniers de France (FSF), who have agreed to share the anonymized results of their
analyses.

Data from total cyanobacteria counts carried out in 2017, 2019, 2020 and 2021 on 437 dry
spirulina (flakes) samples and 102 spirulina culture samples were used to establish the
inventory of cyanobacterial contaminants present in 95 farms.
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Seventy-five of these farms have been identified and located. Data from these farms, including
233 counts of cyanobacteria in spirulina products and 102 counts in spirulina culture samples,
enabled us to establish the geographic distribution of the contaminants.

Cyanobacteria datasets include colony counts expressed as a percentage of total
cyanobacteria (including Limnospira) present in the samples. Biovolume data, also expressed
as a percentage of total cyanobacteria, are available for 232 analyses performed in 2019 and
6 in 2021 on spirulina products.

The results of the ELISA MCs analyses, carried out each year between 2013 and 2021 on a
total of 623 samples of dry spirulina, make it possible to examine the levels of MCs in spirulina-
based products from 109 farms.

Table 1. Sample collection from spirulina producers: results of the analyses of microcystins
(MCs) through ELISA and UHPLC-MS/MS methods, and the enumeration of cyanobacteria of
samples of dry spirulina (Dry S.) and spirulina cultures (S. Culture); number of farms having
provided their results. The number between the brackets refers to data including location
information.

MCs Analyses
Cyanobacteria Enumeration

Year ELISA UHPLC

Dry S. S.Culture Farms Dry S. Dry S. S. Culture  Farms
2013 13 13
2014 5 5
2015 9 9
2016 8 8
2017 57(57) 105(105) 16 (16) 57 (57)  100(100) 16 (16)
2018 153(153) 38 (38)
2019  233(30) 69 (30) 232(30) 69 (30)
2020  50(48) 27 (26) 49(47) 26 (25)
2021  95(95) 40 (40) 5(5) 99(99) 2(2) 41 (41)
Al 623(383) 105(105) 109 (89) 5 437(233) 102(102) 95 (75)

In 2017, total cyanobacteria counts, as well as ELISA MCs analysis, were performed on 100
spirulina culture samples and 57 spirulina products from 16 farms. This makes it possible to
compare the presence of cyanobacteria and MCs before and after harvest.

In 2021, five samples of dry spirulina showing high values of MCs according to an ELISA
analysis, were then analyzed with UHPLC-MS/MS. The results are used to compare the two
analytical methods.

The types and quantities of data per year, as well as the number of farms from which this data
originated, are summarized in Table 1.
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2.2. Microcystin Analyses

ELISA analyses of microcystins were performed by the laboratory Limnologie sarl (Rennes,
France) using the following method. The ELISA tests by indirect competition were carried out
with the ELISA Microcystins ADDA (US EPA Official Method 546) Abraxis kit (ref. 1520011))
and according to the protocol of Lawrence et al. .

UHPLC-MS/MS analyses on microcystins were performed by the public laboratory Labocea
(Plouzane, France) using their protocol adapted from Turner et al. 182, After cell lysis of the
sample, the microcystins were analyzed on a UHPLC/MS-MS XEVO-TQS from Waters. The
separation is carried out according to a gradient of mobile phases composed of water and
acetonitrile. A calibration range is established for each molecule gquantified in each series.
Internal quality controls are placed every 10 samples. The acceptability criteria for the blanks,
the range and quality controls are systematically checked. Internal standards allow for
guantification. The retention times and m/z transition ratios are checked for each molecule.

2.3. Cyanobacteria Enumeration

The counts of cyanobacterial contaminants were performed by the laboratory Limnologie sarl
(Rennes, France) using the following methods. The identifications of the genera of
cyanobacteria were carried out with classical methods of morpho-taxonomy 83-187,
Cyanobacteria counting was performed using the Utermohl method 8818, For non-colonial
cyanobacteria (e.g., Cyanobium), each cell was counted as a colony. The enumerations are
expressed as a percentage of colonies of each taxon compared to the total colonies of
cyanobacteria (contaminants and Limnospira). The samples of dry spirulina, in the form of
pieces of spaghetti (or flakes) approximately 1.5 mm in diameter, were rehydrated with
demineralized water, before the microscopic observations.

2.4. Review of MCs in Spirulina Products

A search for publications related to the detection and quantification of microcystins in spirulina
products was carried out in PubMed, ScienceDirect and Google Scholar databases, using the
following query: (“BGA” OR “spirulina” OR “arthrospira” OR “limnospira”) AND (“microcystin”
OR “cyanotoxin”). The articles or results that do not identify the nature of the samples as being
composed exclusively of spirulina have been discarded.

2.5. Data Analysis

To calculate the averages of the levels of MCs, the results “below the limit of quantification
(LQ)” (0.15 ppm with the ELISA method for dry spirulina, 0.15 ppb for water sample like
spirulina culture) were set at the central value between zero and the LQ (i.e., 0.075 ppm for
dry spirulina). The annual mean MC levels were compared with Tukey’s test. The correlations
between the MC and contaminant levels were carried out with the methods of Pearson and
Kendall. The comparisons of pairs of means were carried out with the Welch two-sample t-
test.

Data analyses were performed using R 4.1.3 and RStudio 2023.03.0 with packages car version
3.0-13 and multcomp version 1.4-19. The figures were made using packages ggplot2 version
3.3.6 1% and ggmap version 3.0.0. '°', with maps provided by https://maps.stamen.com
(accessed on 20 April 2023).
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3. Results

3.1. Microcystins in Spirulina Products and Cultures

Between 2013 and 2021, 42% of the dry spirulina analysis results with the ELISA method were
below the quantification limit—0.15 ppm MC-LR equivalent dry weight (MC-LReq DW)—and
more than 99% of the results were below the regulatory level (1 ppm MC-LReq DW) (Figure
1). The average content of MCs in dry spirulina over the entire period studied is 0.21 ppm MC-
LReq DW.
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Figure 1. Microcystin-LR equivalent (MC-LReq) in dry spirulina products detected with ELISA
assays between 2013 and 2021. The boxplot represents the dispersion of the MC level, the
yellow line represents the mean over the years and the red diamonds represent the annual
averages. The number of samples per year is indicated between the brackets. The letters a, b
and ab group together the data series of which the means are not significantly different
(Tukey’s test).

There are few results available for the years 2013 to 2016. From 2017, the data are more
numerous and therefore more representative. There is an increase in the average levels of
MCs between the years 2017 and 2018 (group a), and 2020 and 2021 (group b). The year
2019 is the most documented period in our study.

In 2021, four ELISA assay results were above the regulatory level (1 ppm MC-LReq DW).
These four batches of spirulina, complemented by a fifth one below the regulatory level, were
then analyzed using UHPLC-MS/MS to confirm these high levels of MCs before considering
destroying the related product batches. The values found via UHPLC-MS/MS were lower than
those obtained with ELISA (Table 2).
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Table 2. Microcystins ELISA assays versus UHPLC-MS/MS analysis of dry spirulina products.

ELISA UHPLC-MS/MS
Farm MC- MCs MC dMC MC MC dMC MC MC MC MC
ID LReq total! LR LR LA RR RR LF YR LW LY
FO31 1.31 0.022 0.001 ND ND ND ND 0.009 ND 0.012 ND
FO55 1.25 0.127 0.008 0.012 ND  0.010 0.007 0.010 0.014 0.026 0.020
FO75 1.22 0.227 ND 0.020 ND ND ND 0.007 ND 0.150 0.050
FO31 1.20 0.170 0.015 0.018 0.016 0.005 0.025 0.025 0.007 0.048 0.020
FO56  0.60 0.033 ND ND 0.008 ND 0.009 0.009 0.004 0.011 ND

! Total values of the nine MC variants analyzed. All values expressed in ug/g DW. ND: not
detected.

In 2017 specifically, we had access to both analyzes of MCs, using ELISA, and the total
cyanobacteria counts on spirulina culture samples. The related levels of MC measured were
relatively low, with an overall mean of 0.39 ppm (Figure 2), which is under the 1 ppm WHO
guideline value for MC-LR in potable water, for instance 52. Notably, 29% of the results of MC
analysis in the cultures was below the limit of quantification (0.15 ppb).

| I |
3
—
;_‘_.

wse
a a a a

- ——
-
|
() row Ll rozt

terial €

MC-LReq pg/L (ppb)

Froponm of Cy

0

« penue B cy w e - wpe
L

Figure 2. Cyanobacterial contaminants proportion and MC-LReq in spirulina culture samples
(n =105, year 2017) detected with ELISA assays. The boxplot represents the dispersion of the
MC level and the red diamond represents the average for each farm. The red line represents
the overall average (0.39 ppm MC-LReq). The letters a, b and ab group together the MC data
series of which the means are not significantly different (Tukey’s test). The colored bands in
the background represent the colonies, in proportion to the different cyanobacterial
contaminant taxa encountered on each farm.
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The culture samples from two farms (F097 and F100) show the MC values significantly higher
than those found in the other farms. The highest value encountered is 4.85 ppm (F097).
Examination of the proportions of cyanobacterial contaminants, compared with the other farms,
does not explain the high levels of MCs encountered in the samples from these two farms.

The levels of MCs found in the spirulina culture samples in 2017 (Figure 2) do not reflect the
levels found in the related harvested dry products (Figure 3).
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Figure 3. MC-LReq in dry spirulina products (57 samples, year 2017) detected with ELISA
assays. The boxplot represents the dispersion of the MC level and the red diamond represents
the average for each farm. The red line represents the overall average (0.15 ppm). The
averages per farm are not significantly different according to Kruskal-Wallis test.

Table 2. Detection of mycrocystins (MCs) in spirulina-based products.

Toxins Method # Results Market Ref
MCs ELISA  0.21 ppm+0.163[<0.15-1.31] (361/623 samples)France  This study
MCs ELISA  0.15 ppm * 0.08 [0.06-0.32] (8/8 samples) USA [
MCs ELISA  0.52 ppm+ 0.77 [0.0-2.12] (6/7 samples) USA [
MCs ELISA  0.047 ppm MCs [0.028-0.078] (3/3 samples) Taiwan 165
MCs ELISA 0.1 ppm (1/1 sample); < 0.01 ppm (0/4 samples) Germany 100
MCs PPIA < 0.25 ppm (0/4 samples) USA 166
UHPLC- _ . .
MCs [0.022—-0.227 ppm] (5/5 samples). Detailed mFrance This study
MS/MS  Table 1.
MALDI-
MC-LR, MC-RR Not detected (0/12 samples) Australia 167
TOF
- - + —
MC-LR, MCRR, ..o 0.014 ppm + 0.027 MC [0.002-0.163] (34/34. . -
MC-YR samples)
[/f LRRR YR yppLe- Not detected (0/10 samples) i\letzerIa 169
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LW, LF, LA, LY HRMS

MC-LR, RR, LA, UHPLC-

Toxins Method ¢ Results Market Ref
TOF LD: 0.1 ppm (0.2 ppm for MC-RR)

- Not detected (0/5 samples)
MC-LR, RR, YR, LC-MS/MS Germany 100
LW, LF, LA (LD 0.01-0.20 ppm depending on MC congener)
MC-LR, RR, YR, Not detected (0/6 samples). 1.2 ppb <LQ < 15ppb, . 103
LW, LF, LA, LY LC-MS/MS depending on MC variants Italia
MC-LR, RR, FR, LC-HRMS MCs . .det.ected in 6 samples (6/17). Nolndia 170
LY guantification available
MC-LR, RR, YR, LDTD-APCI- 1

0.25, 0.6 and 2.5 ppm total MCs DW; (3/11). USA

i 86
LF. LY, LW, YR MS/MS Not detected (0/19 samples). LD 22.5 ppb Belgium
HILIC-
MC-LR, MC-RR < 0.015 ppm (0/6 samples) Spain 101
MS/MS

a ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; LDTD: laser diode thermal desorption; APCI:
atmospheric pressure chemical ionization; HRMS: high-resolution mass spectrometry; MS:
mass spectrometry, UHPLC: ultra-high performance liquid chromatography; HILIC: hydrophilic
inter-action liquid chromatography; PPIA: protein phosphatase inhibition assay; LD: limit of
detection. Mean = SD [min.—max. values]. Positive samples/total sample number.

We retrieved twelve studies looking for MCs in spirulina products published to date (Table 2).
Four of them used enzymatic methods (including three using ELISA) and nine used methods
combining chromatography and mass spectrometry. The results of our 623 analyses of MCs
using ELISA on dry spirulina showed a detection rate of 58% and a maximum value of 1.31
ppm, while the published results show a detection rate of 78% (18 positive samples out of 23)
and a maximum value of 2.12 ppm. Studies using chemical analysis methods produced results
which are also comparable at a magnitude with our results obtained using UHPLC-MS/MS,
with detection rates and levels of MCs lower than those encountered using the ELISA method.

3.2. Cyanobacterial Contaminants

Fourteen genera of cyanobacteria (other than Limnospira) have been identified through
microscopic observations in spirulina culture and dry product samples (Figure 4).
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Figure 4. Cyanobacterial contaminants genus in spirulina cultures and dry products samples
from 2017 and 2019 to 2021 (n = 539 samples). The length of the bars represents the
occurrences of observations of each genus. Their color represents the average percentage of
colonies (%Col) observed. The numbers following the genus names are relative to the
percentages of the colonies observed—the mean + SD [min.—max. values]—and, in italics, the
percentages of biovolumes when available.

The two genera of cyanobacterial contaminants most frequently observed (Cyanobium and
Jaaginema) belong to the Synechoccocales, which is the most represented order (5 genera
out of 14). The next three most-represented genera (Planktolyngbya, Leptolyngbya and
Pseudanabaena) belong to the Pseudanabaenales.

The numbers of colonies observed, expressed as a percentage of the total cyanobacteria
(including Limnospira) in the samples are highly variable. According to this criterion,
Cyanobium and Jaaginema are also the first two cyanobacterial contaminants.

The proportions of biovolumes of cyanobacterial contaminants are low, of the order of a
thousandth, particularly due to the large biovolumes, generally greater than 99%, of the edible
Limnospira. Phormidium is the contaminant which presents the largest biovolumes both on
average and in maximum values.

The interannual evolution of the frequency, or occurrence rate, of cyanobacterial contaminants
in dry spirulina (flakes) is relatively stable (Figure 5). The most frequently observed taxa, with
an occurrence rate greater than 50%, remain dominant from year to year. In this group,
Cyanobium almost reached 100% occurrence in 2020. Conversely, the less often observed
taxa, Gloeothece and Romeria, are not observed every year. There is an increase in the
observations of Gomontiella and Pseudanabaena.
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Figure 5. Interannual evolution of the occurrence rate of cyanobacterial contaminants in dry
spirulina. Number of samples per year: 2017 (n = 57), 2019 (n = 232), 2020 (n = 49), 2021 (n
=99).

The 75 farms located in our dataset are spread over the entire territory of mainland France,
with a pre-dominance in the South, Southeast and West regions. No geographical trend is
observed for the taxonomic diversity of cyanobacterial contaminants which ranges from 3 to
11 taxa (genus) per farm, with an average between 6 and 7 genera. The cyanobacteria most
often identified in our samples have a wide geographical distribution (Figure 6).

43



Cyaoodm

Leplolyngbys

Nurber of faem

L L

Number of cysnotiacterial contaminants taxs

Figure 6. Geographical distribution of cyanobacterial contaminants. The red dots indicate the
farm location where the cyanobacteria have been identified. The size of the dots is proportional
to the average percentage of the colonies of the different cyanobacteria in each farm. n = 75
farms. The histogram represents the distribution of the numbers of cyanobacterial contaminant
taxa per farm (mean = 6.48).

Cyanobium, Jaaginema, Planktolyngbya, Pseudanabaena and Leptolyngbya are present in
more than 70% of the 75 located farms. Overall, the intermediate taxa (20 to 50% occurrence
rate), Cyanodicton, Gomontiella, Spirulina and Phormidium, have geographical extents in
proportion to their occurrence rate, while several taxa are closely related to specific zones,
such as Romeria, Gloeothece and Geitlerinema (Figure 6).

The cyanobacteria count of spirulina culture samples and spirulina dry products in 2017
enables comparing the presence of cyanobacterial contaminants before and after harvest.
Except for Phormidium, the rate of occurrence of cyanobacterial contaminants is higher in
spirulina culture samples than in harvested dry products (Figure 7).
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Figure 7. Evolution of contaminants from cultivation to harvested product. The blue and green
bars represent the occurrence rates of the contaminants, respectively, in the spirulina culture
samples and the dry harvested products. The boxplots represent the dispersion of the colonies,
expressed as a percentage of the total cyanobacteria including Limnospira, of the different
kinds of contaminants detected in 2017 in 16 farms, respectively, in the spirulina culture
samples (in purple, n = 100) and the dry harvested products (in yellow, n = 57). The taxa with
significantly different relative abundances between cultures and dry products are indicated by
stars (*: p < 0.05; **: p < 0.01).

A great variability is observed in the percentages of colonies observed for each taxon, both for
the spirulina culture samples and the harvested dry products. However, we can observe trends
in the evolution of contamination which ranged, depending on the taxa, from the disappearance
to an increase in colonies between crops and harvested products. Among the
picocyanobacteria, Aphanocapsa and Romeria are present in crops and absent from
harvested products, while Cyanobium is significantly decreasing. For the later taxon, which is
present in 92% of the samples of spirulina cultures and identified in all the farms that
participated in the culture analyses, we have enough data to make a comparison, farm by farm,
of the evolution of the colonies between the spirulina culture samples and the products
harvested. This comparison highlights the differences in the evolution of the number of
Cyanobium colonies, from disappearance to increase, depending on the farm (Figure 8).
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Figure 8. Evolution of Cyanobium from cultivation to harvested product. The bars represent
the means of the relative abundances of Cyanobium colonies, expressed as a percentage of
total cyanobacteria, respectively, in the samples of spirulina cultures (n = 100) and the products
harvested (dry spirulina, n = 57) for 16 farms.

4. Discussion

None of the 623 food supplement samples obtained from French small-scale spirulina
producers exceeded the regulatory level (1 ppm) of MCs. The average value was 0.21 ppm,
taking into account a value of 0.075 ppm for the 42% of results below the LQ (0.15 ppm).
Based on these results, we can then estimate that the daily consumption of 3 g of spirulina
(doses generally recommended by the FSF producers) leads to an intake of MCs of 10 ng/kg
bw/day for an adult of 60 kg. This value is more than four times lower than the tolerable daily
intake of 40 ng/kg bw/day established by the WHO for chronic exposure. We can therefore
conclude that the levels of contamination of spirulina produced by French small-scale
producers are compatible with a daily consumption dose of 3 g with regard to the microcystin
risk. However, the evolution of the levels of MCs observed between 2017 and 2021 should be
taken seriously and efforts to monitor the MCs in spirulina products should be maintained.

Chemical methods, such as LC-MS/MS, measure only specific MCs using standards, and total
MCs depending on the MC standard panel used and the composition of the MC structural
congeners in the sample being analyzed. Adda-ELISA tests measure the total MC content—
including all the MC congeners and nodularins—against a standard MC-LR. The Adda-ELISA
method is also likely to react with degradation products of MCs, containing the ADDA group,
and thus lead to overestimations of the MCs concentrations. This might overestimate the
results from the toxicological point of view because of the reaction between antibodies and
non-toxic derivates from MCs 1927194,

Nevertheless, several studies related to MC analyses on BGAS showed a good correlation
between ELISA and LC-MS/MS methods 8%1%, In our study, the comparison between MCs
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measured using ELISA and total congener MCs measured using LC-MS/MS shows large
differences, the totals obtained via LC-MS/MS being between 2 and 18% of the MCs measured
using ELISA. Furthermore, the levels of MC-LR measured in our study using LC-MS/MS are
very low, and represent a small part of the total MCs. This last observation is in contradiction
with the results obtained on klamath-based BGAS 7483103 |t is therefore likely that the samples
of our study, which present high levels of MCs analyzed with the ELISA method, contain a
significant proportion of congeners of the MCs not detected with the LC-MS/MS method or at
least degradation products with the ADDA group. Future investigations should be conducted
to identify these compounds.

ELISA, which is moderately expensive, quick to perform and capable of detecting a lot of MC
structural congeners even unknown beforehand, is a good technique to determine the human
exposure to MCs, and is therefore a relevant MC screening method 8. The possible
overestimates of the levels of MCs measured with this method increase food safety for the
consumers. We therefore recommend that producers continue to use this method to monitor
the levels of contamination of MCs in their production.

The taxonomic analysis of the cyanobacterial contaminants encountered in our study revealed
14 genera. In 2016, Vardaka et al. analyzed 31 samples of spirulina of global origin and could
identify 15 OTUs of cyanobacterial contaminants by metagenetic analysis, with occurrence
rates of 3 to 20% 77, Only four of these OTUs correspond to the genera also found in our
study—Geitlerinema, Leptolyngbya, Phormidium and Pseudanabaena—and conversely,
eleven of these OTUs correspond to the taxa not present in our samples. In particular, the
genus Microcystis, which is regularly associated with contamination by MCs, in others BGAS
containing klamath (Aphanizomenon flos aquae) 484193, The absence of Microcystis in our
samples is consistent with the difficulty for M. aeruginosa to develop under the spirulina culture
conditions previously highlighted 1.

Nevertheless, according to the literature, eight of the cyanobacterial contaminant taxa
identified in our study are potential producers of MCs: Aphanocapsa %, Cyanobium 172174,
Geitlerinema 148197.19% | eptolyngbya 1081919 Merismopedia 1%, Phormidium 10819819
Pseudanabaena 2 and Spirulina 2. This information must be interpreted with caution
because the taxonomy of cyanobacteria is continuously evolving with the consequence of a
possible confusion of the identification of the species studied in terms of toxin production.

In France, Belgium and Luxembourg, the cyanobacteria dominant taxa in natural environments
are mainly Plankthothrix, Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon and Woronichinia 2°0-2%5,
These major taxa were not identified in our study. Other taxa in our inventory, Aphanocapsa,
Merismopedia, Phormidium, Pseudanabaena and Romeria, have sometimes been identified
as the dominant taxon in the same territories 209294 |t can be hypothesized that the spirulina
cultures are partially protected from contamination by their extreme alkalinity and salinity
conditions %, Conversely, the major contaminants encountered in spirulina cultures and
products, Cyanobium, Jaaginema and Planktolyngbya, do not appear in the literature as being
major cyanobacteria in these same territories. However, these major contaminants are present
in practically all the farms and territories concerned. The inoculation of ponds by transfer of
non-isolated cultures from one or more other farms is a common practice in the profession.
This practice favors the spread of contaminants from farm to farm and could explain the wide
geographical spread of the main contaminants. The diversity of other contaminants and levels
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of contamination (number of taxa) could be explained by contamination from the farm
environment (maritime facade, surface water). It can also be assumed that farms can
accumulate taxa through successive episodes of inoculation with a contaminated sample. We
recommend that the profession uses cyanobacterial contaminant-free inoculums and avoids
uncontrolled exchanges, in terms of contamination, between the farms.

The comparison of the populations of cyanobacterial contaminants of the spirulina culture
samples and the harvested products shows that the latter are globally less contaminated and
not representative of the contamination of the cultures. It is likely that the processing of the
rehydrated dry samples is partly responsible for this poor representation and the observed
absence of correlation between the levels of MCs and the populations of contaminants. Indeed,
various steps of harvesting and transformation of the biomass, particularly including filtration,
pressing, extrusion and drying, could alter the structure of certain cyanobacteria and make
their identification difficult. It is therefore advisable to concentrate contamination monitoring
efforts on culture media.

Harvesting methods also have an influence on the evolution of cyanobacterial populations
between spirulina cultures and harvested products. Depending on the farms in our sample,
biomass can be taken from the surface (skimming) or from the water column (pumping) and
then filtered with filters that vary in operation (flat, vibrating or rotary filters) and mesh sizes (19
to 50 um). These differences in the harvesting process are farm-specific, which is highlighted
in the analysis of the evolution of Cyanobium populations before and after harvest. This finding
suggests possible improvements in harvesting practices to reduce the load of contaminants,
in particular picocyanobacteria, in the harvested biomass. The use of harvesting filters with
continuous cleaning, such as rotary filters, and the rinsing of the biomass seem to be possible
improvements.

In the absence of the correlation between the levels of MCs and the populations of
cyanobacterial contaminants, this study could not identify the contaminant(s) responsible for
the presence of the MCs. Genomic analysis will be necessary to identify those strains.
Regarding spirulina, two consecutive studies by the same author claim to have found the MCs
in an isolated culture of two strains of Arthrospira fusiformis 2. The spirulina cultured in these
studies came from lakes Sonachi and Bogoria (Kenya), in which there were also other
microcystin-producing cyanobacteria, including picocyanobacteria (Syncechococcus sp.,
Synechocystis sp.). The methods described in those works do not specify the measures to
ensure that the cultures were well isolated. Moreover, at the same time, these results were not
confirmed on other ecotypes of A. fusiformis from the same region: lakes Simbi, Nakuru and
Elmenteita 1214, Additionally, studies using molecular analysis methods have consistently
demonstrated the absence of complete microcystin-related metabolic pathways in various
strains of Limnospira (Arthrospira) sp. 1°4157:159.206.207 " Einglly, the low levels of MCs in the
spirulina samples of this study compared to the levels of the analyses on cyanobacteria
recognized as producing MCs (e.g., Microcystis) 2°® seem to rule out the hypothesis of the
presence of producing strains of MCs in the cultivar samples of our study.

The opportunity to analyze the data from a large number of samples has enabled us (1) to
establish the situation of microcystin contaminations that can affect the production of French
spirulina; (2) to obtain information on the origin of its contaminations and the methods used for
their monitoring; (3) and to propose improvements to the French profession and, by extension,
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to the rest of the world. These recommendations concern biomass inoculation, harvesting
practices, as well as the monitoring of cyanobacterial contamination and MC levels. We also

highlighted the lack of knowledge on the microcystin variants produced by the cyanobacterial
contaminants present in the spirulina cultures.
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Chapitre 1l The genus Limnospira contains only two
species both unable to produce microcystins: L. maxima
and L. platensis comb. nov.

Pierre-Etienne Pinchart'?, Pia Marter®*, Henner Brinkmann®, Yann Quilichini*, Mohamed
Mysara®8, Jorn Petersen?, Vanina Pasqualini!, Felice Mastroleo®

1 UMR SPE, UAR Stella Mare, Université de Corse, 20250 Corte, France
2 Fédération des Spiruliniers de France (FSF), 34800 Clermont-I'Hérault, France

Leibniz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, 38124
Braunschweig, Germany

4 Julius Kiihn-Institut (JKI), 06484 Quedlinburg, Germany

Microbiology Unit, Nuclear Medical Applications, Belgian Nuclear Research Centre, SCK CEN,
2400 Mol, Belgium

6 Bioinformatics Group, Center for Informatics Science, Nile University, Giza 12677, Egypt

Réécrit sur base de I'article :

Pinchart, P.-E., Marter, P., Brinkmann, H., Quilichini, Y., Mysara, M., Petersen, J., Pasqualini,
V., and Mastroleo, F. (2024). The genus Limnospira contains only two species both unable to
produce microcystins: L. maxima and L. platensis comb. nov. iScience, Volume 27, Issue 9.
https://doi.org/10.1016/j.isci.2024.110845.

53



Contexte général et résumeé

La spiruline est le nom commun de cyanobactéries comestibles cultivées dans des fermes
aquacoles pour des usages alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. En particulier en
France ou on dénombre 180 producteurs dont 120 sont réunis dans la Fédération des
Spiruliniers de France (FSF).

Une certaine confusion concerne la taxonomie des spirulines (nom commercial) avec quatre
désignations d’espéces réparties en deux genres, Limnospira (L. fusiformis, L. indica et L.
maxima) et Arthrospira (A. platensis), citées dans la littérature, les bases de données
taxonomiques et les collections de cyanobactéries. Bien que la spiruline soit considérée
comme comestible, I'espéce L. fusiformis est citée comme produisant potentiellement des
microcystines sur la base d'études ayant détecté des cyanotoxines dans certaines cultures de
souches kenyanes. Ces résultats n’ont jamais pu étre reproduits et de nombreuses études
génomiques sur plusieurs souches de spiruline ont systématiquement montré I'absence de
toxicité. Cependant, aucune de ces souches n’a été identifiée comme étant L. fusiformis dans
ces publications. Au regard de la |égislation européenne, les espéces L. maxima et A. platensis
sont inscrites dans la liste des aliments traditionnels tandis que L. indica est seulement autorisé
comme complément alimentaire. Alors que L. fusiformis ne figure pas dans les especes
alimentaires mais dans des listes de cyanobactéries toxiques, on constate que I'appellation L.
fusiformis a été retenue par la « Genome Taxonomy Database (GTDB) » pour renommer des
souches de spiruline auparavant assignée a L. indica ou L. maxima. L’ambiguité taxonomique
combinée a une suspicion de toxicité, constitue un enjeu majeur pour les producteurs de
spiruline et les autorités de sécurité alimentaire. Pour rassurer les producteurs et les autorités
de sécurité alimentaire, une ou plusieurs souches de L. fusiformis devraient étre identifiées
pour vérifier que cette espéce ne peut pas produire de cyanotoxines.

Une collaboration avec des producteurs de la FSF a permis de constituer une collection de
sept cultivars de spiruline ayant des origines différentes et représentatives de la diversité des
souches cultivées en France. Ces échantillons ont été étudiés avec des protocoles de
metagénétique, d’observations en microscopie optique et électronique, de métagénomiques,
de phylogénomique et de comparaisons et analyses génomiques.

L’analyse des séquences de la région V3-V4 du gene 16S rRNA obtenues sur nos échantillons
a permis de séparer les souches en deux groupes (clades | et Il) et d’identifier trois sites de
nucléotides suffisants pour les distinguer. Ce résultat est conforme au consensus scientifique
qui mentionne deux clades pour les spirulines sans toutefois résoudre linterprétation
taxonomique a donner a ces deux lignées.

Sur la base de critéeres morpho-taxonomiques, nos observations en microscopie ont permis
d’identifier deux souches qui correspondent a la description de I'espéce L. fusiformis. On
observe toutefois que les souches du clade | présentent des morphologies variées mais
instables ce qui rend hasardeux la distinction morphologique des especes. Par contre, la
souche du Clade Il présente une morphologie distincte et stable depuis plus de 3 ans.

Le protocole de metagénomique réalisé sur deux échantillons du clade I, identifiés comme L.
fusiformis, et sur I'échantillon du clade Il nous a permis d’obtenir trois génomes assemblés
(MAGSs). Ces données génétiques ont été complétées par 19 génomes, issus de spirulines
assignées aux quatre espéces, disponibles dans la base de données Genbank (NCBI).
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L’analyse phylogénomique réalisée sur ces 22 génomes montre 'existence de deux clades.
Le clade | comprend nos deux souches L. fusiformis et d’autres souches désignées L. maxima,
L. indica and L. fusiformis tandis que le clade Il ne comprend que des souches désignées A.
platensis. Ce résultat est conforme aux analyses phylogénétiques, utilisant divers marqueurs
génétiques, déja publiées. Pour résoudre l'interprétation a donner a ces deux clades, nous
avons ensuite utilisé deux méthodes de comparaisons génomiques qui permettent de vérifier
si deux génomes appartiennent a la méme espece. La méthode OrthoANI calcule le
pourcentage moyen d’identité entre les séquences de deux génomes et permet d’établir
l'identité d’espéce a partir d’'une valeur située approximativement entre 95 et 96%. La matrice
de comparaison des 22 génomes de spiruline permet de distinguer les deux clades avec des
valeurs inter-clades comprises entre 93,5% et 94,7% et des valeurs intra-clade supérieures a
98,7%. Ce résultat montre que les deux clades appartiennent au méme genre et que chaque
clade correspond a une et une seule espéce. Toutefois, ce résultat peut étre discuté car nos
valeurs d’OrthoANI inter-clades sont proches du seuil délimitant les espéces. La méthode
dDDH, version in silico de la méthode DNA-DNA hybridization, calcule un pourcentage de
similarité entre deux génomes. Il s’agit de la référence ultime pour déterminer si deux génomes
appartiennent a la méme espéce ou sous-espece avec des seuils respectifs de 70% et 79%.
Les résultats avec cette méthode sont nettement plus tranchés avec des valeurs inter-clades
comprises entre 49,6% et 56,6%, et des valeurs intra-clade supérieures a 85,4%. Ces valeurs
éloignées des seuils délimitant espéces et sous-espéces nous permettent de conclure avec
certitude que les spirulines sont séparées en deux et seulement deux espéces et qu’il n’existe
pas de sous-espéces. Conformément au code régissant la nomenclature des prokaryotes
(ICNP), nous proposons les désignations i) Limnospira maxima (synonymes : L. fusiformis et
L. indica) pour les souches du clade | et ii) Limnospira platensis comb. nov. pour les souches
du clade II.

Pour revenir a la problématique de la toxicité supposée de L. fusiformis, nous avons examiné
les génomes des 22 souches de spiruline qui comprennent les deux L. fusiformis identifiées
sur base morphologigue, en utilisant trois méthodes. Une premiére basée sur la recherche des
10 génes déja connus pour étre impliqués dans la biosynthése des microcystines. Une
seconde méthode basée sur les enzymes utilisées dans cette biosynthése permet d’élargir la
recherche a des genes encore inconnus pouvant coder des enzymes similaires. La troisieme
méthode utilise un outil, appelé antiSMASH, développé pour identifier tous types de
métabolites secondaires pouvant étre produits par un organisme. Ces différentes méthodes
n’ont pas permis d’identifier la moindre séquence génétique, partielle ou totale, pouvant étre
impliguée dans la production de toxines. Ce résultat nous permet de conclure que les
Limnospira spp. n'ont pas la capacité génétique de produire des microcystines ou d'autres
cyanotoxines dont les génes de biosynthése sont connus.

Mots clés : Limnospira, Arthrospira, spiruline, taxonomie, microcystines, complément
alimentaire, cyanotoxines
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1. Introduction

Spirulina is the traditional and commercial name for edible filamentous cyanobacteria, which
was first assigned to the genera Spirulina and Arthrospira, %° and more recently to the genus
Limnospira. #? Spirulina is naturally present in alkaline fresh water, rich in carbonates,
bicarbonates, nitrates, phosphates and iron. It grows mainly in the intertropical regions with a
wide geographical distribution (Africa, Asia, Americas) and also in Southern Europe. 38333544
Spirulina has long been used as human food, notably by the Kanembou (Lake Chad) and the
Aztecs (Lake Texcoco). * Its exceptional nutritional value has led the United Nations Food and
Agriculture Organization (FAO) to consider spirulina a food of major interest against
malnutrition for the food security and the response to emergency food situations. ° Spirulina
also has strong potential for health, especially in the fields of cardiovascular diseases, viral
infections, cancer prevention and therapy, immune response, as well as diabetes and
cholesterol control. 161162

Many non-edible cyanobacteria are known to produce various cyanotoxins, and ‘blue-green
algae’ dietary supplements have long been suspected of containing toxic cyanobacteria and
cyanotoxins. 62 In 2018, after a routine check to identify a new strain of spirulina, three French
producers growing the Arthrospira fusiformis Camargue ecotype were forced to empty their
ponds following a warning about this strain’s suspected toxicity. Indeed, Limnospira
(Arthrospira) fusiformis is cited in inventories of toxic cyanobacteria, 4”8 which refer to the
publications of Ballot et al. reporting production of microcystins by Kenyan strains of spirulina
classified as A. fusiformis. 2 Since then, numerous genomic studies on several spirulina
strains have consistently shown the absence of toxicity of Limnospira sp.206:157:159.44 However,
none of these strains was identified as L. fusiformis in these publications. To reassure the
producers and food safety authorities, one or more strains of L. fusiformis should be identified
to confirm that this species cannot produce cyanotoxins. 2%°

Another question for spirulina producers concerns the identification and naming of cultivated
spirulina strains. Arthrospira platensis was for a long time considered as the only species of
spirulina. 112 The United States and European authorities consider two species, A. maxima
and A. platensis. 3219 The species A. fusiformis is sometimes cited as a synonym of A.
platensis or as a synonym of A. maxima. 3°?1° When assessing commercially grown taxa in the
light of the new genus Limnospira, the authors included three species (L. fusiformis, L. indica
and L. maxima) without ruling on the species A. platensis. %2 This assignment is compatible
with the current ‘List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature’ (LPSN). “¢ Several
studies have shown the existence of two or three lineages, 37382114144 byt two recent studies
proposed that the genus Limnospira is monospecific. 434° However, the “paracas” strain is
perceived by producers as a species different from other cultivated Limnospira strains due to
its morphotype and its higher productivity. This strain also appears to have a specific sensitivity
to a cyanophage that causes “sudden and massive deaths”. 22 The phylogenetic markers used
in different studies - internally transcribed spacer (ITS), gvp gene cluster, 16S rRNA gene,
phycocyanin intergenic spacer (cpcBA-IGS), 16S rRNA-ITS sequences - did not allow to
determine with certainty the number of species belonging to the genus Limnospira. DNA-DNA
hybridization is considered 'the gold standard’ for species delineation in prokaryotic taxonomy.
213.214 To our knowledge, no taxonomic study based on this method, either in vitro or in silico,
has been conducted on Limnospira and Arthrospira genomes. Accordingly, the current study
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was aimed to determine the number of different bacterial species designated as ‘spirulina’ and
to clarify their nomenclature.

In this study, we present the results of 16S rRNA gene amplicon sequencing and metagenomic
analysis, complemented with microscopic observations, carried out on seven spirulina culture
samples of different origin, including the French "camarguaise" strain. The results of
comparisons between 22 genomes, or metagenome-assembled genomes, carried out with the
“average orthologous nucleotide identity” (OrthoANI) and “digital DNA-DNA hybridization”
(dDDH) methods, allowed us to propose a taxonomic revision of the genus Limnospira. We
also present an advanced genomic analysis of the identified L. fusiformis and other strains,
targeting their potential ability to produce toxins. It is discussed if it is still advisable to mention
L. (A.) fusiformis as a microcystin-producing species.

In the following, we use the genus names Limnospira and Arthrospira to refer to the spirulina
strains, depending on the context. The strains mentioned in this study are named according to
the names used in the GenBank database and other cited studies. Taxonomic changes will be
proposed in the discussion.

2. Methods

2.1. Spirulina strains

Sixteen samples of different spirulina cultures, from producers of the “Fédération des
Spiruliniers de France (FSF, www.spiruliniersdefrance.fr)”, constituted the initial collection of
spirulina strains. A survey of producers made it possible to identify the initial suppliers of the
strains used, and to reduce our sampling to seven strains originating from France, Ethiopia,
India, Peru and Senegal (Table 1).

Table 1. Spirulina strains and their uses in this study.

Strain ID | Putative origin Provider 16S rRNA | - Micro- Genome
(V3-V4) scopy assembly
CAM_GP | France (Camargue) | spirulinasolution.fr L4 ® L4
ETH_PS | Ethiopia spirulinepourquoipas.com ® ® ®
ETH_VR | Ethiopia spirulinedugarlaban.com ® ® -
IND_PP | India (Lonar) laspiraleverte.com ® ® -
PAR_GP | Peru (Paracas) spirulinasolution.fr ® ® ®
PAR_RB | Peru (Paracas) algosud.com ® ® -
SEN_CD | Senegal spirulinedeslandes.com ® ® -

Optical microscopy observations, unless otherwise stated, and DNA extractions for amplicon
sequencing were carried out on the samples received from the producers; electron microscopy
observations and metagenomics were carried out on samples sub-cultivated in the laboratory
(Tablel).
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Spirulina samples were cultivated in cell culture flask with vented cap (Greiner Bio-One,
Belgium), in modified Zarrouk medium #'* at room temperature and following day/night regime
illumination. Flasks were continuously mixed using an orbital shaker at 120 rpm (Edmund
Bilher, Germany).

2.2. Microscopy

Optical light microscopy (LM) observations were carried out on living and cultivated samples
using a Zeiss Axiolab microscope, an Axiocam 305 camera and Zeiss Zen 3.6 software.

For scanning electronic microscopy (SEM) and transmission electronic microscopy (TEM), the
specimens were fixed in cold (4 °C) and saline (10 g NaCl per liter) solution of 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2.

For SEM observations, one milliliter drop of this cell suspension were deposed on poly-L-lysine
coated slides. After settling for two hours, the slides were rinsed in milli-Q water and
dehydrated in a graded ethanol series: 30%, 50%, 70%, 90% and 100% (30 minutes for each
immersion step). The last immersion in ethanol 100% was repeated twice. The samples were
critical point dried in an Emitech K850 instrument, mounted on aluminum stubs with the use of
double-sided carbon adhesive and coated with gold/palladium in a Quorum Technologies
SC7640 sputter coater. The samples were examined under a Hitachi S-3400-N scanning
electron microscope operated at an accelerating voltage of 10 kV.

For TEM observations, specimens’ pellets obtained after centrifugation, were post-fixed in 2%
osmium tetroxide in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) for 1 h at room temperature. The postfixed
specimens were processed in graded ethyl alcohol, propylene oxide, Spurr resin and
polymerized for 24 h at 60 °C. Ultrathin sections (60-90 nm) were cut on an ultramicrotome
Power tome PC-RMC Boeckeler, placed on 300 and 200 mesh copper grids and stained with
uranyl acetate followed by lead citrate. The samples were examined under a transmission
electron microscope Hitachi H-7650 at an accelerating voltage of 80 kV.

2.3. DNA isolation

DNA of the spirulina culture samples were isolated using the protocol adapted for filamentous
cyanobacteria of the genus Limnospira (Arthrospira) developed by Morin et al. 26, Briefly, cells
were collected by centrifugation (10 min, 3500 rpm) and resuspended into 0.5 ml of 0.15 M
NaCl and 0.1 M EDTA. Following three freeze-thaw cycles, the cells were collected by
centrifugation (10 min, 8000 rpm), resuspended in 0.5 ml TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8.0) and transferred into fresh tubes for enzymatic cell wall lysis using 100 ul of 50 mg/ml
lysozyme, for 30 min at 37 °C. Proteins were digested with 5 yl of 50 mg/ml proteinase K in
2% SDS final concentration, for 1 h at 37 °C. Polysaccharides, proteins and cell wall debris
were thereafter removed by selective precipitation: 150 ul of 5 M NaCl was added to the tubes,
followed by 0.1 volume of a 10% cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) stock solution and
incubated at 65 °C for 10 min. Nucleic acids purification was achieved by extraction in 1 volume
of chloroform:isoamyl alcohol. The tubes were placed on ice for 30 min to allow precipitation
of CTAB complexes, before being centrifuged (10 min, 8000 rpm). The supernatant was
transferred into a fresh tube, gently mixed with 0.6 volume of isopropanol untii DNA
precipitated. The DNA pellets were recovered by centrifugation, (10 min, 4 °C, 15000 rpm) and
washed with 1 ml of ice-cold 70% ethanol to remove any residual salt. After a final
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centrifugation (5 min, 4 °C, 15000 rpm), the supernatant was discarded, and the pellets were
dried before being resuspended in 100 ul TE Buffer. The samples were treated with 1 pl of
RNAse (10 mg/ml) for 1 h at 37 °C and then kept at -80°C until further use.

2.4. 16S rRNA gene amplicon sequencing

High-throughput paired-end amplicon sequencing of the V3-V4 hypervariable region of the 16S
rRNA gene was conducted on BaseClear’s lllumina MiSeq (V3 chemistry) platform according
to the manufacturer's guidelines. Sequence data of the 16S rRNA gene amplicons were
processed using OCToPUS pipeline v.1.0 ?!7, and analyzed as previously described 28,
generating the operational taxonomic units (OTUs). The OTUs were classified using
Ribosomal Database Project (RDP v.18) dataset 2'° and their purity were assessed using the
oligotyping approach 2 and classified using Blastn algorithm choosing the rRNA/ITS
database. The sequence alignments and their examination were carried out with MEGA 11 22,

2.5. Metagenome sequencing and binning

High-throughput short-read metagenome sequencing was conducted as previously described
222 The NEBNext Ultra Il FS DNA Library Prep Kit (New England Biolabs) was used for the
construction of the lllumina libraries. Sequencing was performed on the Illumina NovaSeq
6000 system using the v3 chemistry with 600 cycles. The fastg-mcf tool of ea-utils v1.04.803
was used for quality control and adapter clipping.

We used our previously established metagenome assembly and binning pipeline for the
analysis of short-read lllumina sequences 2?2, In short, processed sequence data were
assembled with MEGAHIT 22, metagenomic binning was conducted with three methods,
namely MaxBin 2.0 2?4, MetaBAT 225, Concoct 2%, and subsequently analyzed with DAS Tool
227 to retrieve the most reliable MAGs. The quality of the MAGs was investigated with CheckM
228 and coverage values were calculated per bbmap. Finally, genomes were annotated by
DFAST 22° InterProScan 2% and SignalP 23 The initial taxonomic classification of the
cyanobacterial MAGs was conducted with the Genome Taxonomy Database Toolkit GTDB-Tk
v2.1.0 on the GTDB reference data version r207 232,

2.6. Phylogenomic analyses

Genome-based phylogenomic analyses of cyanobacteria were conducted as previously
reported 2%, Briefly, the phylogenomic trees were reconstructed from concatenated amino acid
or nucleotide alignments of 92 housekeeping genes (Up-to-Date-Bacterial Core Gene [UBCG]
dataset 24, The alignments were manually refined with the edit-option of the MUST package
235 and the application of G-blocks 23¢. The maximum likelihood (ML) trees were calculated with
RAXML v8.2.10 and inferred under a GTR+4I" model using 100 bootstrap replicates #’.

2.7. Genome comparison

Average Nucleotide Identity (ANI) was calculated using the OrthoANI algorithm with OAT
(Orthologous Average Nucleotide Identity Tool) version 0.93.1. OrthoANI is highly correlated
with ANI and show approximately 0.1 % higher values than the original ANI #%8,

Digital DNA-DNA Hybridization (dDDH) was calculated using Genome-to-Genome Distance
Calculator (GGDC 3.0, formula 2) with the platform available under https://tygs.dsmz.de 214239,
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The Limnospira and Arthrospira genomes used for the OrthoANI and the dDDH analysis are
those published in GenBank as available on 09/30/23, complemented with the later released
assembly of the reference strain of A. platensis (PCC 7345; Table 2).

Table 2. Limnospira (Arthrospira) genomes analyzed in this study.

Genomes - NCBI Genome
Species Strain Assembly  Contigs Accession
Limnospira maxima CS-328 Contig 129 GCA _000173555.1
Limnospira fusiformis | SAG 85.79 | Complete 1 GCA 012516315.1
Limnospira indica BMO1 Contig 635 GCA_014250495.1
Limnospira fusiformis | KNO1 Contig 410 GCA_014489865.2
Arthrospira platensis | C1 Complete 1 GCA_000307915.1
Arthrospira sp. TJSD091 Contig 359 GCA _000974245.1
Arthrospira sp. TJSD092 Complete 1 GCA _003060805.1
Limnospira maxima CAM_GP Contig 356 PRJINA1085564
Limnospira indica PCC 8005 Chromosome 6 GCA_000973065.1
Limnospira maxima ETH_PS Contig 881 PRJINA1085565
Arthrospira sp. 09.13F Contig 928 GCA_003268325.1
Arthrospira platensis | PCC 7345 Contig 824 GCA 032349095.1
Arthrospira platensis | NIES-46 Contig 343 GCA 009176225.1
Arthrospira platensis | NCB002 Contig 5 GCA 029223075.1
Arthrospira platensis | NIES-39 Complete 1 GCA_026000695.2
Arthrospira platensis | Paraca Contig 268 GCA_000175415.3
Limnospira platensis | PAR_GP Contig 678 PRJINA1085629
Arthrospira sp. PCC 9108 Complete 1 GCA 016745315.1
Arthrospira platensis | YZ Chromosome 10 GCA 001611905.1
Arthrospira platensis | FACHB-835 | Contig 372 GCA 014698815.1
Arthrospira platensis | FACHB-971 | Contig 315 GCA_014698385.1
Arthrospira platensis | FACHB-439 | Contig 308 GCA_014698675.1
2.8. Toxinogenesis analysis

The search for nucleotide (Table 3) and protein sequences (Table 4) for the synthesis of
microcystins, was carried out based on the current knowledge of cyanotoxins and their
metabolic synthesis pathways 324, In summary, microcystins are secondary metabolites,
cyclic heptapeptides whose biosynthesis depends on ten genes (mcyA-J), grouped in a cluster
of approximately 55kbp, which encode a set of multifunctional enzymes: non-ribosomal peptide
synthetases (NRPSs), polyketide synthetases (PKSs), tailoring enzymes and a transporter
enzyme. All sequences were retrieved from GenBank.
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Table 3. Genes involved in microcystin biosynthesis.

Sequence description Organism Length (bp) Accession
mcyD, mcyE, mcyF, mcyG, mcyH,| . . .

Microcystis aeruginosa K-139 36,468 AB032549
mcyl, mcyJ, dnaN genes

Planktothrix agardhii NIVA-CYA
complete gene cluster: mcyA to mcyJ 126/8 55,575 AJ441056
complete gene cluster: mcyA to mcyJ | Anabaena sp. 90 57,817 AJ536156

Table 4. Proteins involved in microcystin biosynthesis by Microcystis aeruginosa PCC 7806SL.

Protein | Name Length (aa) | Accession
McyA | non-ribosomal peptide synthetase 2,795 ARI82521
McyB | non-ribosomal peptide synthetase 2,126 ARI82522
McyC | non-ribosomal peptide synthetase 1,291 ARI82523
McyD |type | polyketide synthase 3,906 ARI82520
McyE Pswzrt?xlsréon—ribosomal peptide synthetase/type | polyketide 3.487 ARIS82519
McyF | aspartate/glutamate racemase family protein 251 ARI82518
McyG |type | polyketide synthase 2,631 ARI82517
McyH | ATP-binding cassette domain-containing protein 585 ARI82516
Mcyl | phosphoglycerate dehydrogenase 337 ARI82515
McyJ | methyltransferase domain-containing protein 311 ARI82514

Nucleotide sequence (Table 3) was searched using the blastn algorithm and protein sequence
(Table 4) was investigated with tblastn and blastp 2**. We also used the software ‘antibiotics
and secondary metabolite analysis shell - antiSMASH 7.1.0° 2*> to detect possible non-
ribosomal peptide synthetases (NRPSs) and polyketide synthases (PKSs) in the Limnospira
genomes.

3. Results

3.1. 16S rRNA gene amplicon sequencing

The 16S rRNA gene sequences (400 to 405 bp) resulting from amplicon sequencing of the V3
and V4 hypervariable regions allowed the identification of two Operational Taxonomic Units
(OTUs) corresponding to Limnospira (Arthrospira) and five OTUs corresponding to other
cyanobacteria (Table 5).
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Table 5. Cyanobacterial OTUs. Reads and proportion of each sample.

(100%)

(100%)  (100%)  (1000%) (100%)

Samples
o %) x o m o
, o Q > & o x 3)
OoTuU Taxa? PidP El El E' a o %:I 5'
5 w L z x o n
OTUL TG | imnospira fusiformis, L. 19582 9199 25572 18618 280 14954
100
(clade 1) maxima (95.28%)  (100%) (88.76%) (99.63%) (11.02%) (84.73%)
OTUL AA | fusiformis, L. maxima, 27 5 31784 2 19
99.26
(clade I1) Arthrospira platensis (0.09%)  (0.03%)  (100%) (g ogy) (0-11%)
2 3210 65 2079 2677
OTU6_CA Sodalinema sp. 100
(0.01%) (11.14%)  (0.35%) (81.82%) (15.17%)
_ 667
OTU26 Cyanobium sp. 97.50
(3.25%)
_ 295
oTu48 Cyanocohniella sp. 96.54
(1.44%)
180
OTUB5 Haloleptolyngbya sp. 99.26
(0.07%)
OTU310 Nodosilinea sp. 97.77
(0.02%)
20551  g199 28809 18688 31794 2541 17650
Totals

(100%)  (100%)

a “Best hit” taxa from Blastn queries with 100% recovery query and higher percent identity.
b Percentage identity between OTU and “best Hit” taxa sequences.

Concerning OTU1_AA, the alignments obtained with Limnospira fusiformis and L. maxima on
the one hand, and with Arthrospira platensis on the other hand have the same percentage
identity (402/405, 99.26%), but the three nucleotide differences do not concern the same
alignment positions.

Examination of the alignment of Limnospira OTUs sequences with other sequences from
spirulina strains - notably the reference strains of the type species L. maxima UTEX 2720, L.
fusiformis SAG 85.79, L. indica PCC 8005 and A. platensis PCC 7345 - revealed three
diagnostic nucleotide sites - namely position 211, 237 and 241 — that allowed us to differentiate
between the two clades (Figure 1). OTU1_TG was found in L. maxima, L. fusiformis and L.
indica strains, while OTU1_AA is characteristic for A. platensis.
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Species/Abbry

Lot 16

2 NR YTTI01. 1587501 Uimnospera mavend UTEXI720

3 NRTTT700.1 296 702 Limnospea hsiforme SAGES. 7%
4, NR V778621298702 Limnospera indica PCCA00S

S MTRIGITE 1325 733 Lmnospir o funiforms K801

& FUTEIIN2 126767 Arthrospira sp. PCC 9901

1.OTU AN

A ONR 13ST11.0:297.700 Arvtwoseva platansss PCC 7045
0 LCANSOGN. 1 A21-T25 Arthroapir & piatervls NSS 44 L
10, DQIFINL 1 318722 Arthwaspaa platenss PCC Y108
11 DQIII29. 138 722 Arthworpirs platensic NES 39 i
T3 AFI29291 1298 702 Arthrospira s FACHIMOS

13, ORTEE7L.1: 298 702 Arthwospirs plateris COM254
14, OR142670. 1298 702 Arthrosgira platenses COtenss

15 ORIA6ET1.1:298 02 Artivonpira platensiy CCic3336 ORI

Clade II (AAC) Clade I(TGT)

Figure 1. Alignment position 200 to 250 of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. Differences between
OTUL1 TG (Clade I) and OTU1_AA (Clade Il) are located in positions 211, 237 and 241. Complete
sequences in table S2.

Regardless of its comparably short sequence length, the V3-V4 region of the 16S rRNA gene
is sufficient to distinguish between the two clades of Limnaospira sp., which is in accordance
with the phylogenomic trees and comparative genome analyses conducted in this study (see
below).

3.2. Morphology and ultrastructure

The seven spirulina culture samples exhibit a great diversity of Limnospira morphotypes,
including spiral or helical (Figure 2a-b, 3a-b), tightly coiled (Figure 2c, 3c), wavy or weakly
spiral (Figure 2d, 3g), and straight trichomes (Figure 3d-f).

The CAM_GP and ETH_PS samples are composed of Limnospira spiral trichomes (Figure 2a-
b, 3a-b) that match the “fusiformis” species description &7,
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50 ym

Figure 2. SEM pictures of Limnospira strains: CAM_GP (a), ETH_PS (b), IND_PP (c), PAR_GP (d).
Scale bar=50pm.

The IND_PP sample is composed of Limnospira tightly coiled trichomes corresponding to the
“Lonar” strain description (Figure 3c) 3. Under laboratory conditions, the original
monomorphotype (Figure 3c) evolved towards several morphotypes with helical trichomes
(Figure 3h), which correspond to a former report of “Arthrospira maxima” strains *°.

The ETH_VR and SEN_CD samples are mainly composed of Limnospira straight trichomes
and are heavily contaminated by a filamentous cyanobacterium, a putative representative of
the genus Sodalinema (Figure 3d-e). In these samples, some specimens are spiraled and
match the “fusiformis” species description &7,

The PAR_RB sample, a mixture of spirulina strains from both clades, was according to the
16S rRNA gene amplicon sequencing analysis also contaminated with a cyanobacterium of
the genus Sodalinema (Table 5). It is mainly composed of straight Limnospira trichomes and
some weakly spiraled specimens like the “Paracas” strain (Figure 3f) 31145,
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Figure 3. LM views (f-m) of spirulina strains: CAM_GP (a), ETH_PS (b), IND_PP (c, h), ETH_VR (d),
SEN_CD (e), PAR_RB (f) and PAR_GP (g). Scale bar=50um.

The PAR_GP sample is composed of weakly spiraled Limnospira trichomes corresponding to
the “Paracas” strain trichome shape (Figure 3g).

Clade | samples (CAM_GP, ETH_PS, IND_PP, ETH_VR, SEN_CD, PAR_RB; Table 5)
present irregular helical shapes, with a pitch generally smaller than the trichome diameter, and
with gradually attenuated trichome and cells diameters at the ends. We have observed a
development from these screw-like coiled trichomes towards straight shapes in all our clade |
samples in laboratory cultures. The clade Il sample, the “paracas” strain (PAR-GP), presents
a regular helical shape with a pitch approximately double the diameter. This shape appears
wavy in LM observations (Figure 3g). The morphology of this strain remains stable, without the
appearance of straight shapes, in laboratory culture for more than three years.
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The presence of a calyptra, a characteristic of the genus Limnospira %2, is observed on most
trichome ends in both lineages. However, the calyptra and the attenuation of the diameter of
the trichome appear to be more pronounced for the “fusiformis”-like strains (Figure 4a-d).

Figure 4. SEM views (scale bar=5um) of Limnospira - CAM_GP (a), ETH_PS (b), PAR_GP (c, d) -
showing ends of trichomes and TEM views (scale bar=1um) of Limnospira - PAR_GP (e, f) - showing
the ultrastructure including thylakoid membranes (Th), ribosomes (Ri), carboxysomes (Ca). Blue
triangles indicate the calyptra at the end of the trichomes.

TEM observations did not reveal any remarkable differences between the two clades of
Limnospira (Figure S1). In particular, we observed a thickened cell wall or calyptra at the end
of trichomes and thylakoids with an irregular arrangement in PAR_GP samples (clade Il, Figure
4e-f), as described by Nowicka-Krawczyk et al. for L. fusiformis strains belonging to clade | %2.

3.3. Metagenome assembly and binning of spirulina

Metagenome sequencing, assembly and binning of two spirulina cultures from clade |
(ETH_PS, CAM_GP) and one culture from clade Il (PAR_GP) resulted in a single
cyanobacterial metagenome-assembled genome (MAG) of the genus Limnospira per sample
(Table 6). All three MAGs have a good quality with a calculated completeness of at least 96%
and a contamination rate of less than 1% irrespective of the comparably large number of
contigs. Mapping of the lllumina reads on the MAGs resulted in 1600-fold to 2900-fold genome
coverage, which is nearly two orders of magnitude greater than required for reliable binning.
For future studies, the sequencing depth, which was comparable to a former metagenome
study of non-axenic limnic cyanobacteria 2?2, could be significantly reduced, thus paving the
way for cost-effective metagenomic monitoring of spirulina cultivation. The analysis of the
Limnospira MAGs showed a comparable G+C content (44.4% - 44.7%), coding density (0.83
—0.84) and a draft genome size ranging between 4.9 Mbp and 5.4 Mbp (Table 6). Accordingly,
metagenome sequencing revealed similar genomic characteristics for Limnospira strains of
both clades.
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Table 6. Limnospira MAGs and their characteristics.

Codin
Comple- | Contami | Mean #
Sample- L ] ) N50 g ) Genome | G+C | Cove
o | Taxon teness | nation | contig _ | contig )
MAG ] (contigs) | densit size (%) | -rage
a (%) (%) length s
(@) y
ETH_PS- ' Limnospira 44.6
. ) 97.09 00.44 6052 16808 0.83 881 | 5,332,277 1613
MAGO1 fusiformis 7
CAM_GP- Limnospira 44.5
| . . 96.00 00.66 | 13773 | 20213 0.84 356 | 4,903,374 2912
MAGO01 fusiformis 1
PAR_GP- « Limnospir 44.4
Il . 98.14 00.00 7946 33073 0.83 678 | 5,387,508 1958
MAGO1 a platensis » 3

1According GTDB-Tk classification

3.4. Phylogenomic analyses

Our three newly established MAGs were analyzed with 19 reference genomes of the genus
Limnospira and ten genomes from closely related cyanobacteria all belonging to clade A of the
cyanobacterial species tree 243222, The phylogenomic protein tree based on 18,746 variable
amino acid positions showed a common branching of all 22 analyzed Limnospira genomes in
a distinct subtree that is supported by 100 bootstrap proportion (BP; Figure S2). The
Limnospira subtree is divided in two distinct clades both supported by 100% BP. Clade |
comprise two newly established metagenomes (CAM_GP, ETH_PS), several genomes of
strains that are designated L. maxima, L. indica and L. fusiformis, and it contains also putative
‘Arthrospira’ genomes that were apparently misclassified (strain C1) or unclassified (strains
09.13F, TISD091 and TJSD092). Clade Il comprises genomes of different L. platensis strains
including the new MAG from the PAR_GP culture. However, the internal branching pattern
especially of clade | remained unresolved and the position of the comparably fast evolving
Arthrospira sp. 09.13F genome might be influenced by long-branch attraction 244,

With the aim of a better phylogenetic resolution, we reanalyzed the relationships of the 22
Limnospira strains with a maximum likelihood tree based on 32,918 variable nucleotide
positions (Figure 5). The subanalysis showed a distinct branching pattern of the eleven A.
platensis strains in clade I, comprising a common branch (98% BP) with three subtrees ([i]
PCC 7345 — NIES-39, [ii] Paraca, PAR_GP, [iii] YZ — FACHB-971) and A. platensis FACHB-
439 in a basal position. In contrast, the close relationship of the strains in clade 1 with a largely
unresolved topology was confirmed by the nucleotide tree. A notable finding was the common
branching of Arthrospira sp. 09.13F with L. indica PCC 8005 and our L. maxima ETH_PS
MAG, which is supported by 100% BP regardless of its accelerated evolutionary rate. Our
phylogenomic analyses, as well as a previous phylogenetic analyze based on 16S-ITS
(Roussel et al., 2023), showed that the supposed Arthrospira strains C1, 09.13F, TJSD091
and TJSDO092 are located in clade I. However, our phylogenetic analyses showed a very close
relationship of all strains of clade I, but provided no evidence for the presence of distinct
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lineages corresponding to the three previously proposed species (L. maxima, L. fusiformis, L.
indica).

— Limnospira maxima CS5-328
64
= | imnospira fusiformis SAG 85.79

- Limnospira indica BMO
Limnospira fusiformis KNO1
_IEuAnhraspa'rﬁ platensis C1

> Arthrospira sp. TJSD091
_Ilm:‘-\rfhmsp:'ra sp. TJSD082

Clade |
Limnospira maxima

= — Limnospira maxima CAM_GP
Limnospira indica PCC 8005
_{T?mnospfra maxima ETH_PS
100 Arthrospira sp. 09.13F
Arthrospira platensis PCC 7345
= Arthrospira platensis NIES-46
MArthrospira platensis NCB002 7
13.?thmspina platensisNIES-39 . E
98 {1;3:thmspira platensis Paraca E 'E
Limnospira platensis PAR_GP -g E
Arthrospira sp. PCC 9108 o &
190 Arthrospira platensisYZ g
e Arthrospira platensis FACHB-835 E
m wgﬁhmspfra platensis FACHB-97 1

Arthrospira platensis FACHB-439

Figure 5: Phylogenomic maximum likelihood tree of three newly established Limnospira MAGs
from spirulina cultures (CAM_GP, ETH_PS, PAR_GP) and 19 cyanobacterial reference
genomes from the genus Limnospira. The RaxML tree was constructed from 32,918 variable
nucleotide positions based on an amino acid alignment of 92 housekeeping genes under the
GTR4gamma model. Bootstrap values >50% are shown at the nodes. Metagenome-
Assembled Genomes (MAGSs) from the current study are highlighted in blue and bold. Genome
assembly accession numbers are listed in Table 2.

68



3.5. Average Nucleotide ldentity analysis

The 231 pairwise Orthologous Average Nucleotide Identity (OrthoANI) comparisons among 22
Limnospira and Arthrospira strains are presented in Figure 6.

Clade | Clade Il
o | o~ 3

N o) w Ly i o

'c\‘» 2 2 o ﬂ Q o -9 E g 8 g

) 313|6 n o | | 2| 3 s | G| © o | o | &

0 =] =) = = | 0 a =] ~ i o | o | o T T T

S| 2 E FlEls|gs| |2 |le|la|lgle|e|=|=||S|S|T

Strain Aa|lS|g|e|0|s|s|s|8|E|s|&|2|=2|=z2|8|&|g|>|x|x|=

© 2 = 2 © S S & ] w S 0 “w “w R R 9 S “@ K] 0 “w

s | | @ || a| |2 |s|a&|s| 2 |G|aa|a|a|a|a|l|2a|a| G| B

E| 5| s| 5| 8| 5| 5| E|s|E|S|s|s|s|s|s|s5| 8| s|8| 8| 8

= S S S & @ @ R kS| R @ & & & ) S L g E = = =

S| 3| 3| 3| 8| E| 8|8 |3B|8| 2|3 |3 |3|3|8|3|2|2|&8|&8)|%

E| & s| <& ||| E|s|E|g|8 8|8 /a8 35|g|% 88|38

P I T I I O O O O - I I I - - O A S - <

L. maxima CS-328 99.42(99.42 [ 99.43 | 99.35 [ 99.38 [ 99.37 [99.42 | 99.18 | 99.21 | 98.73 | 93.67 | 93.63 | 93.61 | 93.60 | 93.77 | 93.88 | 93.72 | 93.99 | 94.18 | 94.12 | 94.45

L. fusiformis SAG85.79 | 99.42 99.40 | 99.44 | 99.39 [ 99.31 [ 99.31 [99.46 | 99.15| 99.25 | 98.72 | 93.63 | 93.65 | 93.59 | 93.57 | 93.70| 93.89 | 93.67 | 93.93 | 94.11 | 94.10 | 94.41

L. indica BMO1 99.42 | 99.40 99.52 | 99.40 | 99.45 | 99.39 (99.46 | 99.33| 99.31| 98.81| 93.67 | 93.71 | 93.65 | 93.62 | 93.71 | 93.94 | 93.75 | 94.02 | 94.08 | 94.05 | 94.42

L. fusiformis KNO1 99.43 [ 99.44 | 99.52 99.4399.45 | 99.46 | 99.54| 99.30( 99.37| 98.84| 93.75| 93.69 | 93.77| 93.72| 93.89| 93.92 | 93.76 | 94.15 | 94.15 | 94.13 | 94.48

_ |A. platensis C1 99.35 [ 99.39 [ 99.40 | 99.43 99.3499.33|99.43|99.16| 99.23| 98.70| 93.64| 93.66| 93.53 | 93.54| 93.69| 93.84 | 93.59 | 93.98 | 94.10 | 94.08 | 94.38
Q

C |Arthrospira sp. TISD091 | 99.38(99.3199.45|99.45 | 99.34 99.78(99.44|99.19| 99.23| 98.71 | 93.73 | 93.75 | 93.66 | 93.65 | 93.80 | 93.93 | 93.77 | 94.09 | 94.17 | 94.10 | 94.54
O

Arthrospira sp. TISD092 | 99.37|99.31|99.39| 99.46| 99.33| 99.78 99.44(99.17 | 99.21 | 98.76 | 93.70 | 93.73 | 93.73 | 93.65 | 93.83 [ 93.92 | 93.70 | 94.09 | 94.12 | 94.16 | 94.53

L. maxima CAM_GP 99.42 | 99.46 | 99.46 | 99.54 | 99.43 | 99.44 | 99.44 99.3099.34 | 98.87 | 93.82 | 93.87 [ 93.85 | 93.86 | 93.93 | 94.06 | 93.96 | 94.28 | 94.31 | 94.31 | 94.67

L. indica PCC8005 99.1899.15 [ 99.33 [ 99.30 | 99.16 | 99.19  99.17 | 99.30 99.6998.99 93.69 | 93.72 | 93.67 | 93.59 | 93.69 | 93.96 | 93.70 | 94.03 | 94.08 | 94.04 | 94.40

L. maxima ETH_PS 99.21(99.25(99.31 | 99.37 [ 99.23 [ 99.23 [ 99.21 [ 99.34 | 99.69 98.99|93.83|93.78 | 93.82 | 93.79 | 93.92 | 94.08 | 93.95 | 94.21 | 94.27 | 94.18 | 94.60

Arthrospira sp. 09.13F | 98.73(98.72(98.81|98.84 | 98.70|98.71| 98.76 | 98.87 | 98.99 | 98.99 93.62(93.5993.62 | 93.59 | 93.74 | 93.80 | 93.66 | 93.91 | 94.00 | 93.99 | 94.26

A. platensis PCC 7345 93.6793.63 | 93.67[93.75 | 93.64 | 93.73 | 93.70( 93.82 | 93.69 | 93.83 | 93.62 99.61(99.62 [ 99.61 [ 99.49 [ 99.32 [ 99.53 | 99.28 | 99.32 | 99.26 | 99.01

A. platensis NIES-46 93.63 | 93.65 | 93.71 | 93.69 | 93.66 | 93.75 | 93.73 | 93.87 | 93.72 | 93.78 | 93.59 | 99.61 99.77(99.76 | 99.52 | 99.28 | 99.54  99.30 | 99.33 | 99.32  99.04

A. platensis NCB002 93.6193.59 | 93.65 | 93.77 [ 93.53 | 93.66 | 93.73 | 93.85| 93.67 | 93.82 | 93.62 | 99.62 | 99.77 99.86 | 99.58 | 99.26 | 99.58 [ 99.32 [ 99.35 | 99.27 | 99.09

A. platensis NIES-39 93.60 | 93.57 | 93.62 | 93.72 | 93.54 | 93.65 | 93.65 | 93.86 | 93.59 | 93.79 | 93.59 | 99.61 | 99.76 | 99.86 99.5499.27 | 99.56 | 99.27 | 99.34 | 99.32 | 99.10

_ |A. platensis paraca 93.77(93.70| 93.71 | 93.89 | 93.69 | 93.80 | 93.83 | 93.93| 93.69 | 93.92 | 93.74 | 99.49| 99.52 | 99.58 | 99.54 99.7199.64 | 99.42 | 99.48 | 99.44 | 99.17
Q

T |L. platensis PAR_GP 93.8893.89(93.94(93.92(93.84 [ 93.93 | 93.92 | 94.06 | 93.96 | 94.08 | 93.80 | 99.32 | 99.28 [ 99.26 | 99.27 | 99.71 99.5299.33(99.37 | 99.33 | 99.02
O

Arthrospira sp. PCC 9108 |93.72|93.67|93.75|93.76| 93.59| 93.77| 93.70 | 93.96 | 93.70| 93.95| 93.66 | 99.53 | 99.54 | 99.58 | 99.56 | 99.64 | 99.52 99.56 | 99.67 | 99.60 | 99.36

A. platensis YZ 93.99(93.93 | 94.02 | 94.15 | 93.98 [ 94.09 | 94.09 | 94.28 | 94.03 | 94.21 | 93.91 | 99.28 | 99.30 | 99.32 [ 99.27 | 99.42 | 99.33 | 99.56 99.48|99.43 | 99.21

A. platensis FACHB-835 | 94.18(94.11|94.08|94.15|94.10 | 94.17 | 94.12 | 94.31| 94.08 | 94.27 | 94.00| 99.32 [ 99.33| 99.35 [ 99.34| 99.48 | 99.37| 99.67 | 99.48 99.86 [ 99.28

A. platensis FACHB-971 | 94.12|94.10| 94.05| 94.13 | 94.08 | 94.10 | 94.16 | 94.31| 94.04| 94.18| 93.99| 99.26 | 99.32 | 99.27 | 99.32 | 99.44 | 99.33 | 99.60 | 99.43 | 99.86 99.25

A. platensis FACHB-439 | 94.45|94.41|94.42|94.48|94.38| 94.54| 94,53 | 94.67 | 94.40 | 94.60 | 94.26 | 99.01 | 99.04 | 99.09|99.10{ 99.17| 99.02| 99.36 | 99.21| 99.28| 99.25

Figure 6. Pairwise OrthoANI among Limnospira and Arthrospira strains.

The Limnospira OrthoANI analysis is consistent with the results of the phylogenomic analyses
(Figure 5, Figure S2) and allows to distinguish between the two clades (Figure 6). Clade |
include all strains designated as L. maxima, L. fusiformis and L. indica. Clade Il includes only
strains of the A. platensis lineage. The intra-clade OrthoANI values are greater than 98.7%
with an average of 99.3% for clade | and 99.4% for clade Il. The OrthoANI values between
strains of different clades are ranging between 93.5% and 94.7% with an average of 93.9%.
All values are below the ANI threshold of 95% (or 96%), which is generally accepted as the
intra-species boundary for prokaryotes 2. Accordingly, all taxa of clade | belong to the same
bacterial species, while the taxa of clade Il represent a closely related second species of the
genus Limnospira.
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3.6. Digital DNA-DNA Hybridization (dDDH)

The 231 pairwise genome comparisons using the digital DNA-DNA Hybridization (dDDH)
among 22 Limnospira and Arthrospira strains are presented in Figure 7.
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L. maxima CS-328 929 (93.5(929(93.0 (924|926 |91.5|90.4 |91.1|86.0|525|51.9|49.9|49.9|50.9|53.3|50.4 520|543 |54.056.2
L. fusiformis SAG85.79 92.9 92.7 |192.3 1924 |91.7 [ 91.7 | 91.1 | 89.9 | 90.9 | 85.5 | 52.5 | 51.7 | 49.7 | 49.7 | 50.8 | 53.2 | 50.2 | 51.9 | 54.1 | 53.8 | 55.9
L. indica BM01 93.5 | 92.7 94.0 | 93.0 | 93.0 | 93.1 | 92.1 | 95.2 | 92.6 | 86.8 | 52.7 | 52.1 | 50.3 | 50.3 | 51.1 | 53.4 | 50.7 | 52.3 | 54.4 | 54.1 | 56.0
L. fusiformis KNO1 9291923 |9%4.0 92.3(93.0|92.6 |93.8|91.3|92.7|87.3|524|51.9]|509|509|51.8|53.2|51.3|528|54.2 539|554
_ |A. platensis C1 93.0 | 92.4 | 93.0 | 92.3 92.1 | 92.5 | 90.7 | 90.0 | 90.7 | 85.4 | 52.3 | 51.6 | 49.7 | 49.8 | 50.6 | 53.0 | 50.3 | 51.8 | 54.0 | 53.8 | 55.7
[}
-g Arthrospira sp. TISD0O91 | 92.4 | 91.7 | 93.0 | 93.0 | 92.1 96.9 | 92.0 | 90.2 | 91.2 | 86.1 | 52.6 | 52.0 | 50.2 | 50.3 | 51.3 | 53.3 | 50.6 | 52.3 | 54.2 | 53.9 | 55.7
[}
Arthrospira sp. TISD092 | 92.6 | 91.7 | 93.1 | 92.6 | 92.5 | 96.9 90.8 | 90.2 | 90.8 | 85.5 | 52.6 | 51.9 | 49.8 | 49.9 | 50.9 | 53.2 | 50.2 | 51.9 | 54.2 | 53.8 | 56.0
L. maxima CAM_GP 91.5]91.1|92.1|93.8|90.7 | 92.0 | 90.8 90.3 | 929 | 87.6 | 53.0 | 52.5 | 51.1 | 51.1 | 51.9 | 53.9 | 51.5 | 53.0 | 54.9 | 54.6 | 55.9
L. indica PCC8005 90.4 |1 89.9 | 95.2 | 91.3 | 90.0 | 90.2 | 90.2 | 90.3 95.4 | 87.8 | 52.4 | 51.9 | 49.9 | 50.0 | 50.8 | 53.3 | 50.3 | 51.9 | 54.0 | 53.8 | 55.7
L. maxima ETH_PS 91.1 1909 |92.6 | 92.7 | 90.7 | 91.2 | 90.8 | 92.9 | 95.4 89.3 | 53.6 | 53.0 | 51.6 | 51.7 | 52.4 | 54.4 | 52.0 | 53.5 | 55.4 | 55.1 | 56.6
Arthrospira sp. 09.13F 86.0 | 85.5 | 86.8 | 87.3 | 85.4 | 86.1 | 85.5 | 87.6 | 87.8 | 89.3 52.3 | 51.7 | 49.6 | 49.7 | 50.5 | 53.0 | 50.1 | 51.5 | 54.0 | 53.7 | 55.0
A. platensis PCC 7345 52.5 | 525|527 (524 (523|526 |526|53.0]|524]|536]|523 94.5(92.7 [ 93.0 | 92.3 | 92.2 | 92.3 | 90.4 | 91.4 | 91.6 | 89.2
A. platensis NIES-46 519|517 (521|519 (516520519 |525]|51.9|53.0|51.7| 945 95.1 ( 95.2 | 92.8 | 91.6 | 92.5 | 90.6 | 92.8 | 92.6 | 90.3
A. platensis NCB002 49.9 | 49.7 | 50.3 | 50.9 | 49.7 | 50.2 | 49.8 | 51.1 | 49.9 | 51.6 | 49.6 | 92.7 | 95.1 99.4 | 96.4 | 89.5 | 94.0 | 91.4 | 89.8 | 89.0 | 87.9
A. platensis NIES-39 49.9 |1 49.7 | 50.3 | 50.9 | 49.8 | 50.3 [ 49.9 | 51.1 | 50.0 | 51.7 | 49.7 | 93.0 | 95.2 | 99.4 96.8 | 89.6 | 94.1 | 91.6 | 90.0 | 89.2 | 88.0
— |A. platensis paraca 50.9 | 50.8 | 51.1 | 51.8 | 50.6 | 51.3 | 50.9 | 51.9 | 50.8 | 52.4 | 50.5 | 92.3 | 92.8 | 96.4 | 96.8 94.0 | 96.1 | 93.4 | 92.0 | 91.2 | 89.7
[}
.g L. platensis PAR_GP 53.3 (53.253.4(53.2(53.0(53.3]53.2|539|533]|544|53.0]|92.2|91.6 | 8.5 | 89.6 | 94.0 91.9 | 90.3 | 92.1 | 92.4 | 89.8
(5}
Arthrospira sp. PCC 9108 | 50.4 | 50.2 | 50.7 | 51.3 | 50.3 | 50.6 | 50.2 | 51.5 | 50.3 | 52.0 | 50.1 | 92.3 | 92.5 | 94.0 | 94.1 | 96.1 | 91.9 95.7 | 93.5 | 92.5 | 91.2
A. platensis YZ 52.0 (519|523 (528 (51.8(523|519|53.0]|51.9]|535]|51.5]|90.4|90.6|91.4|91.6 | 93.4 | 90.3 | 95.7 91.9 | 91.1 | 90.4
A. platensis FACHB-835 54.3 | 54.1|54.4|54.2|54.0|54.2|54.2|549|54.0|554 540914928 |89.8(90.0(92.0(92.1|93.5]|91.9 97.9 | 93.0
A. platensis FACHB-971 | 54.0 | 53.8 | 54.1 | 53.9 | 53.8 | 53.9 | 53.8 | 54.6 | 53.8 | 55.1 | 53.7 | 91.6 | 92.6 | 89.0 | 89.2 | 91.2 | 92.4 | 92.5 | 91.1 | 97.9 92.7
A. platensis FACHB-439 | 56.2 | 55.9 | 56.0 | 55.4 | 55.7 | 55.7 | 56.0 | 55.9 | 55.7 | 56.6 | 55.0 | 89.2 | 90.3 | 87.9 | 88.0 | 89.7 | 89.8 | 91.2 | 90.4 | 93.0 | 92.7

Figure 7. Pairwise dDDH among Limnospira and Arthrospira strains.

In agreement with the phylogenomic trees (Figure 5, Figure S2) and the OrthoANI analysis
(Figure 6), the dDDH analysis allowed to distinguish between clade | and Il (Figure 7). The
intra-clade dDDH values are ranging between 85.4% and 99.4%. The inter-clade dDDH values
are much lower at 49.6% to 56.6%. They are clearly below the threshold of 70% for the
delineation of two bacterial species 24246, which confirms the conclusion of our OrthoANI
analysis that clade | and clade Il represent two different species of the genus Limnospira. In
addition, the high dDDH values for all strains except 09.13F from clade | (> 89.9%) reflect their
very close relationship. Arthrospira 09.13F has the most divergent genome of clade | (ADDH:
85.4% - 89.3%), but nevertheless definitely belongs to the same species. This conclusion is
independently supported by the placement of strain 09.13F in the phylogenomic tree (Figure
5). The contradictory position within a 16S-ITS tree in a recent study reflects the rather limited
phylogenetic resolution of the 16S rRNA gene .
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3.7. Toxinogenesis

Blastn searches with the microcystin gene clusters of Microcystis aeruginosa K-139,
Planktothrix agardhii NIVA-CY 126/8 and Anabaena sp. 90 (Table 3) revealed no hits in the
three Limnospira MAGs established in the current study and 19 reference genomes of
Limnospira and Arthrospira (Table 2), which documents the absence of very closely related
sequences. Analogous blastp and tblastn analyses with Myc proteins for microcystin
biosynthesis (Table 4) did not result in the detection of any enzymes related to non-ribosomal
peptide synthases or polyketide synthases. Accordingly, our homology searches revealed no
indication for the presence of genes related to the biosynthesis of this cyanotoxin.

In order to confirm this conclusion, our three newly established MAGs and 19 reference
genomes of the genus Limnospira (Arthrospira; Table 2) were analyzed with the antiSMASH
7.1.0 software. However, neither non-ribosomal peptide synthase (NRPS) nor polyketide
synthase (PKS) clusters could be detected in any of the analyzed genomes. This result allowed
us to conclude that none of the analyzed 22 strains of the genus Limnospira (Arthrospira) has
the genetic capacity to produce microcystins or other cyanotoxins whose biosynthesis gene
clusters are known.

4. Discussion

4.1. Taxonomy

There is a consensus on the existence of two distinct lineages in the genus Limnospira - using
chronologically ITS region, gvp gene cluster, 16S rRNA gene, cpcBA-IGS, ANI, dDDH and
16S-ITS - 3738414345 \which should be distinguished according to the criteria of prokaryotic
taxonomy to solve the dilemma of the four species described under the ICN (L. maxima, L.
fusiformis, L. indica, “L. [A.] platensis”). However, a recent publication, based on the analysis
of the 16S rRNA gene, 16S-ITS sequences, ANI and morphological characteristics, concluded
that the genus Limnospira is monospecific with two distinct clades *°. The inter-clade ANI value
reported in the above mentioned publication (93.4%) should lead to the conclusion that the
genus Limnospira contains two species when using the ANI threshold of 95 or 96% for the
differentiation between species 24":2%, Values generated by the original ANI and OrthoANI are
comparable, and the cut-off for species delineation is 95~96% for both methods 2. The
OrthoANI values for Limnospira genomes compared in this study clearly support the presence
of two species based on inter-clade OrthoANI values ranging between 93.5% and 94.6% and
an intra-clade OrthoANI above 98.7% for clade | and above 99.0% for clade II. These results
are comparable to those obtained for other genera of cyanobacteria. Species delineation in
the cyanobacterial genera Raphidiopsis and Microcystis could be assessed with species
boundaries occurring at about 96% ANI at the genomic level 28, ANI analysis on three
Microcoleus species revealed inter-species ANI values between 86% and 93% and intra-
species ANI values of more than 98% 24°.

DNA-DNA hybridization (DDH) has been used by taxonomists since the 1960s as the most
important criterion for the delineation of prokaryotic species 2*°. However, the determination of
wet-lab DDH values is laborious and depends on DNA isolated from purified bacterial isolates,
which formerly excluded non-axenic cyanobacteria from this crucial tool in bacterial taxonomy.
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With the aid of established algorithms, it is possible to calculate in silico digital DDH (dDDH)
values that are very close to the wet-lab DDH values and have the same delineation threshold
between species ?14%° A value below 70% DDH (or dDDH) is the generally accepted
threshold for delineating species 462! and a value of 79-80% has been proposed for
subspecies delineation 2. Furthermore, progress in metagenome sequencing and binning
paved the way to analyze the MAGs of non-axenic cyanobacteria with dDDH. The dDDH
values, established in this study, are ranging between 85.4% and 95.2% for intra-clade
comparisons and between 49.6% and 56.6% for inter-clade comparisons. These values clearly
documented that the two clades of Limnospira correspond to two different species.
Furthermore, the intra-species comparison within the same clade showed that none of the two
species comprises further subspecies.

The separation of spirulina into two clades is confirmed by the different methods used in this
study, which give consistent results on the affiliation of the different strains to one or the other
clade. In particular, the sequences of the hypervariable regions V3 and V4 of the 16S rRNA
gene allow an unequivocally identification of the genus Limnospira and are sufficient to
distinguish its two species in agreement with genome-based methods (Figure 1).

The phylogenomic tree (Figure 5) documented that clade | includes the type species of the
genus Limnospira Nowicka-Krawczyk et al. 2019, which is designated L. fusiformis
(Woronichin 1934) Nowicka-Krawczyk et al. 2019 (reference strain:SAG 85.79) and L. indica
(Desikachary and Jeeji Bai 1992) Nowicka-Krawczyk et al. 2019 (reference strain: PCC 8005)
42_|n addition, three diagnostic nucleotide positions in the V3-V4 region of the 16S rRNA gene
showed that L. maxima (Setchell and Gardner 1917) Nowicka-Krawczyk et al. 2019 (reference
strain: UTEX LB 2720) also belongs to clade 1 (Figure 1), and a comparison of the complete
16S rRNA genes revealed an identity of 100% with L. fusiformis SAG 85.79 and L. indica PCC
8005 (Roussel et al. 2023). Our OrthoANI comparison (Figure 6) and dDDH analysis (Figure
7) provided clear evidence that all strains of clade | belong to the same species. Accordingly,
the current study showed that the species names Limnospira fusiformis (Woronichin 1934)
Nowicka-Krawczyk et al. 2019 and Limnospira indica (Desikachary and Jeeji Bai 1992)
Nowicka-Krawczyk et al. 2019 are heterotypic synonyms of the type species Limnospira
maxima (Setchell and Gardner 1917) Nowicka-Krawczyk et al. 2019. Taxa of clade Il includes
the strain PCC 7345 of the species Arthrospira platensis Gomont 1892, which was recently
proposed to be considered as the reference strain (Roussel et al. 2023), as well as other strains
assigned to the same species (Figure 5, Table 2). This species was not transferred to the
genus Limnospira given the benthic character in the description of A. platensis by Gomont in
1892 *2, A recent study showed that A. platensis can present benthic and planktonic forms and
suggests that this species should therefore be placed in the genus Limnospira 2°3. The 16S
rRNA gene sequences published in the above study fall into our Limnospira clade Il. Therefore,
we propose the second species of the genus Limnospira to be named L. platensis. The type
strain of this species is Limnospira platensis PCC 7345. A list of more than 130 spirulina strains
and their correct species identification is provided in the supplementary material (Table S1).

Spirulina exhibits a diversity and morphological plasticity that does not allow a formal
identification of one or the other species 338345, Nevertheless, we observed that the shape of
the trichomes of L. platensis strain paracas (PAR_GP) is distinguished by the regularity of the
pitch and the diameter of the helix. This regularity of coiling is also visible in the images of L.
platensis PCC 7345 available in the photo library of the Pasteur Institute collection
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(phototheque.pasteur.fr), as well as in the images of other strains of L. platensis 2°3. However,
this distinguishing feature must be confirmed by further studies on strains of the two Limnospira
species, whose identification will ideally be based on (meta-)genome sequencing.

4.2. Taxonomic considerations on the genus Limnospira

Biological material or DNA was neither available for the first described Arthrospira maxima
species (Setchell and Gardner 1917) nor for the first described Arthrospira platensis species
(Gomont 1892).

The original description of the genus Limnospira #? is given with the following amendments
including data that describes the type specie (L. maxima) and his heterotypic synonyms (L.
fusiformis and L. indica).

Class: Cyanophyceae

Order: Oscillatoriales

Family: Microcoleaceae

Type species: Limnospira maxima (Setchell and Gardner 1917) Nowicka-Krawczyk et al. 2019.

Morphology: Trichomes solitary, isopolar, cylindrical, unbranched, more or less tapering
towards the ends, not or slightly constricted at cross-walls, blue green or dark green.
Trichomes are usually spirally coiled and can present different shapes — screw-like coiled,
tightly coiled, weakly spiraled - with a tendency to loosening the coils until straight shape. Spiral
diameter and pitch are usually irregular. Cells are always shorter (2-7 um) than wide (6-12(16)
pm). Terminal cells rounded or subcapitate with thickened outer cell wall or calyptra.

Ultrastructure: Thylakoids have an irregular arrangement. Aerotopes are facultatively present.

Ecology: Planktic in freshwater, brackish and alkaline-saline waters. Usually photoautotrophic
and able of mixotrophy 254:2%5,

Etymology: Limni- [Gr., Aipvn], lake, lagoon; -speira [Gr., oTreipa] - spiral; the generic name
refers to the morphology of trichomes and typical habitat, i.e. lakes.

Limnospira maxima (Setchell and Gardner 1917) Nowicka-Krawczyk et al. 2019.
Basonym: Arthrospira maxima (Setchell and Gardner 1917).

Heterotypic synonym: Limnospira fusiformis (Woronichin 1934) Nowicka-Krawczyk et al. 2019;
Limnospira indica (Desikachary and Jeeji Bai 1992) Nowicka-Krawczyk et al. 2019.

Type strain: PCC 8005. Deposited in Pasteur Cyanobacteria Collection (France, as
“Arthrospira sp.”), in DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Germany) and in SCK CEN (Belgium).

Limnospira platensis (Gomont 1892) comb. nov.
Basonyms: Arthrospira platensis (Gomont 1892), Spirulina platensis (Geitler 1925).

Type strain: PCC 7345. Deposited in Pasteur Cyanobacteria Collection (France, as
“Arthrospira sp.”) and in The University of Texas Culture Collection of Algae (USA, = UTEX LB
1926 as “Spirulina platensis”).
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The description of Limonospira platensis is identical to that of Limnospira genus except for the
following modifications.

Morphology: Regular helical shape with constant diameter and pitch, the latter greater than the
diameter. The shape is stable without tendency to loosening the coils.

Ecology: Planktic, and rarely benthic.

4.3. Limnospira toxinogenesis

Examination of the three Limnospira sp. MAGs from this study and 19 reference genomes
showed that the genus Limnospira do not contain any genes that are involved in the
biosynthesis of microcystin. The results of Ballot et al. who reported about microcystins in
Kenyan strains of L. fusiformis have never been reproduced by other studies focusing on the
detection of toxins in Limnospira cultures 12154178 The hypothesis that the ‘Arthrospira
fusiformis’ cultures examined by Ballot et al. were contaminated by toxin-producing
cyanobacteria of other genera cannot be ruled out. The protocol for isolating A. fusiformis has
not been described, the isolates were not deposited in a public culture collection, and Lakes
Sonachi and Bogoria, from which the studied ‘A. fusiformis’ isolates originated, contain the
microcystin-producing picocyanobacteria Syncechococcus sp. and Synechocystis sp. 2.
Moreover, ten genes (mcyA to mcyJ), which are located in a 55 kb gene cluster in the genome
of Microcystis aeruginosa PCC 7806SL and Anabaena sp. 90, are required for the biosynthesis
of microcystin. None of these genes or corresponding proteins could be found in the 22
genomes studied, including four strains previously identified as L. (A.) fusiformis (SAG 85.79,
KNO1, CAM_GP, ETH_PS). Therefore, the assumption that certain strains of Limnospira can
produce microcystins does not appear to be a credible hypothesis. Consequently, we propose
that Limnospira sp., in particular L. maxima (previously L. fusiformis), should no longer be
included in the lists of toxic cyanobacteria.

5. Limitations of the study

The Kenyan strains of ‘Arthrospira fusiformis’ studied by Ballot et al. in 2005 are no longer
available. We would have liked to include them in our study to check their supposed toxicity.

The observation of a morphological difference between the two Limnospira species was
carried out with a single strain of Limnospira platensis. Although this observation is confirmed
by images available on the web and in a publication 23, it is necessary to complete the
observations on a larger number of strains.
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Contexte général et résumeé

La spiruline est le nom commun et commercial de cyanobactéries comestibles assignées au
genre Limnospira qui comprend les especes L. maxima et L. platensis. Elle est cultivée dans
des fermes aquacoles pour des usages alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. En
France, on dénombre 180 producteurs dont 120 sont réunis dans la Fédération des Spiruliniers
de France (FSF). La spiruline posséde une valeur nutritionnelle exceptionnelle qui a conduit
I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et 'Agriculture (FAO) a la considérer
comme un aliment d’intérét majeur. Cependant, de nombreuses cyanobactéries sont connues
pour produire diverses cyanotoxines et les compléments alimentaires dits a base d'algues
bleu-vert (BGAS) — spiruline, klamath et chlorelle — sont depuis longtemps suspectés de
contenir de telles toxines. Des microcystines (MCs), heptapeptides cycliques hépatotoxiques,
ont été détectées pour la premiére fois en 1998 dans des compléments alimentaires a base
de spiruline commercialisés aux Etats-Unis. Depuis, des recherches de MCs et autres
cyanotoxines dans des BGAS ont montré des résultats variables allant de la non détection a
des teneurs alarmantes.

Récemment notre analyse génomique de 22 souches de spiruline a démontré que les deux
espéces, L. maxima et L. platensis, n'ont pas la capacité de produire des cyanotoxines. Des
cyanobactéries toxiques, notamment Microcystis aeruginosa, peuvent contaminer les lacs ou
la spiruline se développe naturellement. Les cultures de spiruline peuvent aussi étre
contaminées par des cyanobactéries. Une analyse métagénétique (région V4-V6 du gene 16s
rRNA) de 31 échantillons de spiruline d’origine diverses a permis d’identifier 15 taxons de
cyanobactéries dont les genres Microcystis, Nostoc et Anabaenopsis connus pour leur
potentielle toxicité. Des énumérations de cyanobactéries, basées sur la morpho-taxonomie,
dans des échantillons de cultures et produits spiruline provenant de 95 fermes francaises ont
permis d’identifier, 14 taxons dont les genres Phormidium, Leptolyngbya, Cyanobium,
Jaaginema et Planktolyngbya associés a la production de cyanotoxines. La taxonomie et la
nomenclature des cyanobactéries sont en pleine évolution avec l'essor des méthodes
génétiques. Ces développements peuvent créer des confusions dans la désignation de taxons
associés aux cyanotoxines. Par ailleurs, des études concluant a la toxicité de certaines
cyanobactéries ont pu souffrir de biais. C’était le cas pour Limnospira maxima (syn. L.
fusiformis) qui a été associée a tort a la production de MCs.

Au vu de ces développements, il apparaissait dés lors nécessaire de caractériser la
cyanospheére des cultures commerciales de spiruline afin de mieux identifier les taxons des
contaminants et leur toxicité potentielle.

Six échantillons de cultures de spiruline (CS1 a CS6), provenant de fermes adhérentes a la
FSF, complétés par un prélévement issu de I'étang Monro (Camargue, ES1), ou se développe
la souche de spiruline camarguaise, ont été étudiés. L'analyse métagénétique basée sur la
région V3-V4 du géne 16S rRNA a révélé huit unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) de
cyanobactéries réparties dans les ordres Oscillatoriales, Nodosilineales, Nostocales et
Synechococcales. L'OTU1 correspondante aux Limnospira est sans surprise présente dans
tous les échantillons. Deux échantillons (CS1 et CS4) ne sont pas contaminés par d’autres
cyanobactéries. L'OTU6 qui correspond au genre Sodalinema est présente dans les quatre
autres échantillons de culture et dans I'échantillon environnemental ES1. Ce dernier contient
la plus grande diversité de cyanobactéries avec six OTUs. L’échantillon CS5 est également
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contaminé par une Nodosilineales, Haloleptolyngbya alcalis, connue pour coexister avec des
Limnospira en milieu naturel et dont I'incapacité a produire des MCs, nodularines, anatoxine-
a et saxitoxine a été démontrée.

362 OTUs de bactéries hétérotrophes ont également été obtenues. La diversité spécifique des
échantillons et leur hétérogénéité sont élevées. La moitié des OTUs sont présentes dans un
seul échantillon et seules quatre OTUs sont présentes dans tous les échantillons. Au niveau
des 18 phyla observés, 9 sont présents dans tous les échantillons. Enfin, seulement 35% des
OTUs peuvent étre assignées a un genre et 15% a une espéce, ce qui révele que les
échantillons contiennent un grand nombre de bactéries encore inconnues. Parmi les genres
et espéces identifiés, on trouve des taxons alcalophiles, des bactéries pourpres phototrophes
et des bactéries dénitrifiantes pouvant engendrer des pertes d’azote dans les cultures. Aucun
taxon pathogéne n’a été identifié.

Une séquence du geéne 16S rRNA de 1169bp de la cyanobactérie correspondant a 'OTUG a
été obtenue a partir de I'échantillon de culture CS3. Une analyse phylogénétique place cette
séquence dans un clade Sodalinema a proximité des quatre souches types de ce genre. Ce
clade intégre également des souches assignées au genre Phormidium. D’autres souches de
Phormidium se situent dans des clades séparés montrant le caractére polyphylétique de ce
genre. Le génome de la cyanobactérie Sodalinema sp. OTU6-CS3 a été obtenu a partir d’'un
protocole de métagénomique. L’analyse phylogénomique de ce génome ayant conclu a une
identité d’espéce avec la souche Phormidum yuhuli AB48, nous avons réalisé des
comparaisons génomiques entre plusieurs souches assignées aux genre Phormidium et
Sodalinema pour éclaircir cette confusion taxonomigue. Nos résultats confirment que le
contaminant OTU6-CS3 est une Sodalinema et permettent d’assigner a ce genre trois espéces
de « Phormidium ». Les observations morphologiques réalisées sur Sodalinema sp. OTUG6-
CS3 et la similarité de sa séquence 16S rRNA avec celle de I'espece type S. komarekii,
plaident pour assigner ce contaminant a cette derniére espéce. Cette assignation devra
toutefois étre confirmée par une comparaison génomique. Un protocole de culture de
Sodalinema sp. OTU6-CS3 et Limnospira maxima ETH_PS, mis en compétition dans cing
milieux de cultures différents par leur composition azotée, a montré qu'il est possible de limiter
la prolifération de contaminants dans des conditions de faible concentration en ammonium et
absence de nitrates. Ce protocole a également montré que cette cyanobactérie est capable
de se développer dans un milieu sans azote. L’analyse génomique de Sodalinema sp. OTU6-
CS3 montre que cette cyanobactérie ne posséde pas de genes impliqués dans la biosynthese
de cyanotoxines. Cette analyse révéle la présence d’'un opéron nif complet qui confirme que
cette cyanobactérie est capable de diazotrophie.

Globalement, nos travaux n’ont pas révélé la présence de cyanobactéries toxiques dans les
différents échantillons de culture étudiés.

Mots-clés : Limnospira, Sodalinema, cyanotoxines, cyanosphere
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1. Introduction

Spirulina is the traditional and also the commercial name of edible filamentous cyanobacteria,
which have first been assigned to the genera Spirulina and Arthrospira %°, and more recently
to the genus Limnospira #22%, Spirulina is naturally present in alkaline freshwater, rich in
carbonates, bicarbonates, nitrates, phosphates and iron. It naturally grows mainly in the
intertropical regions with a wide geographical distribution (Africa, Asia, America) and also in
Southern Europe 338 Spirulina has long been used as human food, notably by the
Kanembou in Africa (Lake Chad) and the Aztecs in Middle America (Lake Texcoco) “. Its
exceptional nutritional value has led the United Nations Food and Agriculture Organization
(FAO) to consider spirulina a food of major interest against malnutrition for the food security
and the response to emergency food situations °. Spirulina also has strong potential for public
health, especially in the fields of cardiovascular diseases, viral infections, cancer prevention
and therapy, immune response, as well as diabetes and cholesterol control 161162,

On the other hand, several cyanobacteria are known to produce cyanotoxins, and blue-green
algae dietary supplements (BGAS) have long been suspected of containing such toxins . In
1996, microcystins (MCs) were detected for the first time in food supplements based on
Aphanizomenon flos-aquae, a cyanobacterium collected in Klamath Lake (Oregon, USA)
where Microcystis aeruginosa, a cyanobacteria known for its ability to produce MCs, coexists.
In 1998, the presence of MCs in spirulina-based food supplements was demonstrated 7. Since
then, the detection of MCs and others cyanotoxins, in spirulina and other BGAS samples from
different markets (e.g. Australia, Belgium, Canada, China, France, Germany, Greece, India,
Italy, Portugal, Serbia, Spain, Switzerland, Taiwan, USA) have shown highly variable results,
ranging from non-detection to alarming values 8. Recently, the genome analysis of 22 spirulina
strains showed that the two spirulina species Limnospira maxima (syn. L. fusiformis, L. indica)
and L. platensis are unable to produce currently known cyanotoxins 2°6. However, M.
aeruginosa and other toxic cyanobacteria can contaminate lakes where spirulina naturally
grows 2°’. Most notably, Lake Chad 258, where spirulina is harvested and consumed in the form
of “Dihé”, can contain significant quantities of cyanotoxins 2°°. Spirulina cultures can also be
contaminated by other cyanobacteria, which may explain the presence of cyanotoxins in the
products. 16S rRNA gene amplicon sequencing (V4-V6 region) of 31 samples of spirulina-
based products from different origins allowed the identification of 15 taxa of contaminating
cyanobacteria, including the genera Microcystis, Nostoc and Anabaenopsis, which are known
to be potentially toxic 7. Another analysis based on amplicons of the mcyE gene allowed the
identification of different taxa of the genus Microcystis in five samples of so-called Klamath
(Aphanizomenon flos-aquae) containing MCs 8. Finally, the assessment of additional
cyanobacteria in spirulina cultures and dry product samples from 95 small-scale spirulina
productions in France, which was based on morpho-taxonomic criteria, allowed the
identification of 14 taxa including the genera Phormidium, Leptolyngbya, Cyanobium,
Jaaginema and Planktolyngbya, but not Microcystis 2%,

The taxonomy and nomenclature of cyanobacteria, particularly of taxa mentioned as possible
contaminants of spirulina cultures, has changed significantly since the usage of phylogenetic,
and more recently, phylogenomic methods. Thus, formerly misclassified strains of the genera
Phormidium and Geitlerinema and other Oscillatoriales, which were located in different clades
of the phylogenetic tree, have been reclassified and described as references for several new
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genera: Kamtonema, Anagnostidinema, Sodalinema, Baaleninema, Sodaleptolyngbya and
Haloleptolyngbya 20-263, Within the Leptolyngbyales, the genera Leptolyngbya and
Planktolyngbya were found to be polyphyletic and were separated into new genera such as
Nodosilinea, Pantanalinema, Alkalinema and Limnolyngbya 26426, Strains of these genera
originate from habitats that are similar to the environment of spirulina cultures in terms of
salinity, alkalinity and carbonate.

The taxonomic reclassification could lead to confusion in the designation of taxa previously
identified as toxin producers. Accordingly, studies suggesting the toxicity of certain
cyanobacteria may be bias. This was the case with Limnospira maxima (syn. L. fusiformis),
which was erroneously associated with the production of microcystins 2°¢. It therefore appears
necessary to characterize the cyanobacterial content of commercial spirulina cultures in the
light of these recent developments. This will allow a better identification of the hazards
associated with these contaminants and help to find solutions to control their development and
protect public health.

To address these questions, 16S rRNA amplicon sequencing and metagenomic analyses were
carried out on six spirulina samples from commercial small-scale farms as well as one
environmental sample, all located in France. In addition, Sodalinema sp., which has been
identified as a common major contaminant of these cultures, was isolated and characterized
at the phenotypical and taxonomical level.

2. Materials and methods

2.1. Samples and spirulina cultivation

The samples examined in this study come from i) a surface sample of Lake Monro (Camargue,
France; ES1), which contains an ecotype of spirulina 3, ii) a sample from a spirulina strain
private collection (CS1) and iii) samples from five greenhouse cultivation ponds of spirulina
producers which are members of the “Fédération des Spiruliniers de France (FSF)” (CS2-CS6;
Table 1).

DNA extractions for amplicon sequencing were carried out on the samples received from the
producers. Optical and electron microscopy observations and metagenomics were carried out
on samples sub-cultivated in the laboratory. Spirulina samples were cultivated in cell culture
flask with vented cap (Greiner Bio-One, Belgium), in modified Zarrouk medium (Cogne et al.,
2003) at room temperature and day/night regime illumination (16h/8h). Flasks were
continuously mixed using an orbital shaker at 120 rpm (Edmund Buhler, Germany).
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Table 1. Sample used in this study. ES, environmentalal sample; CS, culture sample.

Description Environement Provider
ID  |strain ID
AM_GP Brackish ter lak - .
ES1 CAM_G Water sample ackis wate axe, spirulinasolutions.fr
Camargue, France
CS1 |PAR_GP |Spirulina culture |Zarrouk medium spirulinasolutions.fr

CS2 |ETH_VR |[Spirulina culture |Greenhouse pond with|spirulinedugarlaban.com

alkaline and salty culture

CS3 |IND_PP |Spirulina culture laspiraleverte.com

medium.
CS4 |ETH_PS |Spirulina culture spirulinepourguoipas.com
CS5 |PAR_RB |Spirulina culture algosud.com
CS6 |SEN_CD |Spirulina culture spirulinedeslandes.com

2.2. Microscopy

Optical light microscopy (LM) observations were carried out on living samples using a Zeiss
Axiolab microscope, an Axiocam 305 camera and Zeiss Zen 3.6 software.

For transmission electronic microscopy (TEM), the specimens were fixed in cold (4 °C) and
saline (10 g NaCl per liter) solution of 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer
at pH 7.2. Specimens’ pellets obtained after centrifugation, were post-fixed in 2% osmium
tetroxide in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) for 1 h at room temperature. The post-fixed
specimens were processed in graded ethyl alcohol, propylene oxide, Spurr resin and
polymerized for 24 h at 60 °C. Ultrathin sections (60-90 nm) were cut on an ultramicrotome
(Power Tome PC, RMC; Boeckeler), placed on 300 and 200 mesh copper grids and stained
with uranyl acetate followed by lead citrate. The samples were examined under a transmission
electron microscope (Hitachi H-7650) at an accelerating voltage of 80 kV.

2.3. DNA isolation

DNA of the ecotype and culture samples were isolated using a protocol adapted for filamentous
cyanobacteria of the genus Limnospira (Arthrospira) 2%6. Cells were collected by centrifugation
of 5 ml of cultures (10 min, 3500 rpm). Cells were resuspended into 0.5 ml of 0.15 M NaCl and
0.1 M EDTA, and poured into 2 ml cryogenic vials. Three freeze thawing cycles, alternating
freezing in liquid nitrogen and thawing at 37 °C in a water bath, were used to damage the cell
walls and render the cells more susceptible to further enzymatic lysis. The cells were collected
by centrifugation (10 min, 8000 rpm), resuspended in 0.5 ml TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8.0) and transferred to fresh 2 ml tubes for enzymatic cell wall lysis with 100 pl of
50 mg/ ml lysozyme for 30 min at 37 °C. Proteins were degraded with 5 pl of 50 mg/ml
proteinase K in 2% SDS final concentration, for 1 h at 37 °C. Polysaccharides, proteins and
cell wall debris were thereafter removed by selective precipitation with CTAB in presence of
NaCl: 150 pl of 5 M NaCl was added to the tubes, followed by 0.1 volume of a 10% CTAB
stock solution. The samples were incubated at 65 °C for 10 min to optimize the formation of
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CTAB—protein and —polysaccharides complexes. Nucleic acids purification was achieved by
extraction in 1 volume of chloroform:isoamyl alcohol. The tubes were placed on ice for 30 min
to allow precipitation of CTAB complexes, before being centrifuged (10 min, 8000 rpm). The
supernatant was transferred to a fresh tube, gently mixed with 0.6 volume of isopropanol until
DNA precipitated. The DNA pellets were recovered by centrifugation, (10 min, 4 °C, 15,000
rpm) and washed with 1 ml of ice-cold 70% ethanol to remove any residual salt. After a final
centrifugation (5 min, 4 °C, 15,000 rpm), the supernatant was discarded, and the pellets were
dried before being resuspended in 100 uyl TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0). The
samples were treated with 1 pl of RNAse (10 mg/ml) for 1 h at 37 °C.

2.4. 16S rRNA gene amplicon sequencing analysis

High-throughput paired-end amplicon sequencing of the V3-V4 hypervariable region was
conducted on BaseClear’s lllumina MiSeq (V3 chemistry) platform according to the
manufacturer’s guidelines. 16S rRNA gene sequencing data were processed using OCToPUS
pipeline v.1.0 2!, and analyzed as previously described 2!8, generating the operational
taxonomic units (OTUs). The OTUs were classified using Ribosomal Database Project (RDP
v.18) dataset ?*° and their purity was assessed using the oligotyping approach ??° and classified
using the Blastn algorithm choosing the rRNA/ITS database. OTUs with fewer than three
occurrences, all samples combined, were discarded. The sequence alignments and their
examination were carried out with MEGA 11 %2, Phylogenetic analyses were conducted in
MEGA11 using the Neighbor-Joining method 2¢’. The Taxonomic thresholds of bacteria and
archaea based on 16S rRNA gene sequences 2%, was used to assign the OTUs to different
taxonomic rank.

2.5. 16S rRNA gene sequence analysis

16S rRNA gene PCR amplification was performed (8R-1492R targeted rDNA primers). PCR
products were purified (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) and prepared
to manufacturer’s protocols for sequencing (Eurofins, Germany).

2.6. Metagenome sequencing and binning

High-throughput short-read metagenome sequencing was conducted as previously described
222 The NEBNext Ultra Il FS DNA Library Prep Kit (New England Biolabs) was used for the
construction of the lllumina libraries. Sequencing was performed on the lllumina NovaSeq
6000 system using the v3 chemistry with 600 cycles. The fastg-mcf tool of ea-utils v1.04.803
was used for quality control and adapter clipping. We used our previously established
metagenome assembly and binning pipeline for the analysis of short-read lllumina sequences
222 In short, processed sequence data were assembled with MEGAHIT 22, metagenomic
binning was conducted with three methods (MaxBin 2.0 22, MetaBAT 22, Concoct 22 and
subsequently analyzed with DAS Tool %%’ to retrieve the most reliable MAGs. The quality of the
MAGs was investigated with CheckM 2?2 and coverage values were calculated per bbmap.
Finally, genomes were annotated by DFAST 22°, InterProScan #° and SignalP 23
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2.7. Genome comparison

Average Nucleotide Identity (ANI) was calculated using the OrthoANI algorithm with OAT
(Orthologous Average Nucleotide Identity Tool) version 0.93.1. OrthoANI is highly correlated
with ANI and show approximately 0.1 % higher values than the original ANI 2%,

Digital DNA-DNA Hybridization (dDDH) was calculated on the type strain genome server

(https:/litygs.dsmz.de) using the Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC 3.0, formula
2) 214,239.

Genome accession numbers of the cyanobacteria analyzed in this study are listed in Table S1.

2.8. Genomic analysis

We used the software ‘antibiotics and secondary metabolite analysis shell - antiSMASH 7.1.0°
242 to detect the ability of genomes to produce secondary metabolites, including cyanotoxins.
In particular, we searched regions encoding non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) and
polyketide synthetase (PKS) which are involved in the production of several cyanotoxins:
microcystins, nodularin, saxitoxin, anatoxin-a, dinydroanatoxin and cylindrospermopsin 53240,
The detection strictness was fixed to “relaxed”, to detect also partial clusters missing functional
parts. The regions (genome sequences) detected with antiSMASH were searched in the NCBI
“Non-redundant protein sequences (nr)’ database using Blastp algorithm 24! to identify the
corresponding proteins.

2.9. Nitrogen source competition assay

Six culture media with different nitrogen sources and concentrations (Table 2) were prepared
with the following products: NaOH, NaHCOj; NaCl, H3PO4, NH4Cl, NaNQOj K;SO.,
MgS0.4.7H,0, CaCl,.2H,0, Fe (13%) EDTA and trace element solution 1ml/L.

To compare the growth of Limnospira maxima in the presence of Sodalinema sp. OTU6-CS3
under non-axenic culture condition, the following procedure was used: Limnospira maxima
ETH_PS were harvested from a non-axenic culture by filtration (50um) and then rinsed with
demineralized water supplemented with 10 g/L NaCl and 10 g/L NaHCO;. The Limnospira
biomass obtained was inoculated into a culture medium initially prepared without nitrogen. The
same harvesting procedure was carried out to obtain a Sodalinema sp. OTU6-CS3 biomass.
The latter was added to the culture medium already containing Limnospira. After
homogenization by vigorous shaking, the culture medium was separated into five portions
supplemented with nitrogen (NH4Cl or NaNOs) to obtain culture media Al, A2, N1, N2 and N3.
Each culture medium was then aliquoted into three biological replicates. Expressed in number
of trichomes, the initial populations of Sodalinema represented 2.5% of the populations of
Limnospira. The cultures were then conducted as follows: Triplicate culture media (A1, A2, A3,
N1, N2), culture in 1.5L flasks, continuous stirring by bubbling, artificial lighting 16 hours a day
with horticultural LED lamps (400umol/m?3/s), average temperature of 25°C. The
concentrations of NHs+ and NOs- were checked daily with test strips (HACH products number
2755325 and 2745425). Nitrogen concentrations were adjusted once a day by adding NH4CI
in Al, A2 and A3 media and NaNOsz in N1 and N2 media in order to maintain initial
concentrations.
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Table 2. Composition (mmol/L) of the different culture media for the nitrogen source
competition assay.

Medium| Na* Cl | NHs* | NOs | PO | K' | SOs* | Mg?* | Ca?* | Fe
Al 183 69 0.37 0 0.87 2.3
A2 183 70 1.12 0 0.87 2.3
A3 183 71 1.87 0 0.87 2.3
N1 184 69 0 1.18 | 0.87 2.3

0.81 | 0.27 | 0.05
0.81 | 0.27 | 0.05
0.81 | 0.27 | 0.05
0.81 | 0.27 | 0.05
0.81 | 0.27 | 0.05

NI NI NI NN

N2 195 69 0 11.77| 0.87 | 2.3

The diazotrophic capacity of Sodalinema OTU6-CS3 was also assessed by stopping
ammonium inputs in the A1 medium from day 19. This medium thus became a nitrogen-free
(ZN) medium. Artificial lighting was set at 12 hours per day to increase the possibility of
diazotrophy in this non-heterocystous cyanobacterium.

The trichomes of Sodalinema sp. OTU6-CS3 were enumerated using a Sedgewick-Rafter
chamber in which 10 cells of 15ul (3x5 cells of 1ul) were counted for each replicate 26°27°, The
trichomes of Limnospira maxima were also counted using a Sedgewick-Rafter chamber in
which 10 cells of 1pl were counted.

3. Results

3.1. 16S rRNA gene amplicon sequencing

16S rRNA gene amplicon sequencing of the V3-V4 region (400 to 405 bp) from seven spirulina
samples (Table 1), allowed the identification of eight Operational Taxonomic Units (OTUS)
corresponding to Cyanobacteriota (Table S5). One OTU (OTU355) is assigned to the class
Vampirovibrionophyceae; the other OTUs represent genuine Cyanophyceae. The
phylogenetic analysis of these sequences distinguishes four clades corresponding to the
taxonomic orders Oscillatoriales, Nodosilineales, Nostocales and Synechococcales (Figure 1).

OTU1 corresponded to the genus Limnospira (Arthrospira, Oscillatoriales), which was present
in all samples as expected. Two cultivar samples, CS1 and CS4, contained only the
cyanobacterial OTUL and appeared to be free of other cyanobacteria. The lake water sample
(ES1) contained the greatest diversity of cyanobacteria with six OTUs distributed across four
taxonomic orders. Four cultivar samples contained OTUB6, another cyanobacterium of the order
Oscillatoriales, which appears to be the most common cyanobacterial contaminant of spirulina
cultures. The cultivar sample CS5 is furthermore contaminated with two others cyanobacteria
from the orders Nodosilineales (OTU65) and Vampirovibrionales (OTU355).
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Figure 1. Neighbor-Joining phylogenetic tree based on the V3-V4 region of the 16S rRNA
gene (405 bp) showing the positioning of the cyanobacterial OTUs among a set of 25 closely
related type strains serving as a reference (accession numbers in table S4). OTUs are shown
in bold followed by the occurrence in the seven samples (ES1, CS1-CS6) in square brackets.
Colored rectangles show clades representing different taxonomic orders of Cyanophyceae.
The numbers at the branches indicate statistical significance of the branching order as
determined by bootstrap analysis of 1000 alternative trees.

The search for similar 16S rRNA gene sequences of type material in the NCBI database using
the Blastn algorithm revealed an unambiguous affiliation to the genus Limnospira for OTU1
(identity 99.26%) and to the genus Sodalinema for OTU6 (identity 100%) in the order
Oscillatoriales. Similarly, in the order Nodosilineales, OTU65 corresponded to the genus
Haloleptolyngbya (identity 99.26%), while OTU310 and OTU413 showed much lower identities
with the closest relatives of only 97.77% and 97.51%, respectively. OTU26 and OTU48 could
only be reliably classified on family level as Synechococcaceae (97.52%), and Nodulariaceae
(96.54%), respectively, while OTU355 (sample CS5) showed an identity of 90.75% with the
predatory bacterium Vampirovibrio chlorellavorus (Vampirovibrionophyceae,
Cyanobacteriota).

362 additional OTUs were classified as heterotrophic bacteria (Tables S2, S5). The
percentages of identity between the sequences of these OTUs and 16S rRNA gene reference
sequences of type strains (Genbank) allowed to assign all of them to a phylum, 97% to a class,
92% to an order, 82% to a family, 35% to a genus and only 15% to a species (Figure 2A).

86



of samples

Number

| 1l ) :
; = 1 I ‘ I I . U i

:\u{ -.4!( u..scqp.g

Figure 2. (A) Classification of OTUs according tol6S rRNA gene reference sequences from
type strains. The histogram shows the distribution of the number of OTUs by identity range
corresponding to the different taxonomic levels. The curve shows the decreasing cumulative
percentage of OTUs classified on more specific taxonomic levels. (B) Proportion of unique
(1x) and shared (2x - 7x) OTUs, families, orders, classes and phyla from seven spirulina
samples.

More than half of the OTUs are present in only one sample, but only four OTUs (~1%) were
discovered in all seven samples (Figure 2B). The specific diversity of the samples, expressed
by the Shannon index, is high and relatively homogeneous except for the sample from a strain
collection (CS1), which has a lower specific diversity (Figure 3). At the level of different
taxonomic ranks, we observed a significant heterogeneity between the samples. Only half of
the 18 identified phyla are observed in all samples (Figures 2B, 3).
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cs1 cs2 cs3 csa [33 (33 ES1 ALL
Shannon 3.26 3.55 459 24.07 3.30 2.68 .02 5.09
OTU | 48 (13%) | 104 (29%) | 117 (32%) | 74 (20%) | 151 (42%) | 120 (33%) | 100 (28%) | 362 (100%)
Familly | 39 (27%) | 56(39%) | 67 (a6%) | 52 (36%) | 86 (59%) | 73 (50%) | 64 (a4%) | 145 {100%)
Order | 31 (37%) | 36(A3%) | 49 (58%) | A1 (49%) | 54 (64%) | 54 (64%) | 46 (55%) | 84 (100%)
Class | 22 (50%) | 221(50%) | 31(70%) | 25(57%) | 31(70%) | 34 (77%) | 29 (66%) | 44 (100%)
Phylum | 10 (56%) | 14 (78%) | 14 (78%) | 12 (67%) | 15 (83%) | 14 (78%) | 14 (78%) | 18 (100%)
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Figure 3. Taxonomic diversity of samples. The stacked bars indicate the proportion of phyla
per sample (ALL = all samples) in number of OTUs. The table above mentions the Shannon

index and the number and percentage of OTUs, families, orders, classes and phyla per
sample.

OTUs present in at least four of the seven investigated samples and associated to the best
taxonomic assignation score (similarity > 94.5%) are presented in Table 3.
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Table 3. Most abundant non-cyanobacterial OTUs with highest percentage of identity (pid) ranked by occurrence among the seven samples (six pond samples

+ one environmental sample).

Gowp | 3 | 3 | & | 3 5 a § ::ZI Phylum Class Order Family Best hit taxa pid

Otul0 | 129 | 31 |1450| 140 | 266 |2318| 88 | 4422 |Actinomycetota |Acidimicrobiia Acidimicrobiales |llumatobacteraceae llumatobacter fluminis 95.78%
Otuld | 2 70 | 254 [1671| 21 | 135 | 52 | 2205 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria |Rhodobacterales |Paracoccaceae Rhodobaca sp. 99.25%
Otu23 | 55 | 26 | 168 | 107 | 4 |1067 | 127 | 1554 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria  |Rhodobacterales |Paracoccaceae Paracoccus sp. 99.00%
Otul8 | 218 | 14 6 5 |1067| 31 | 48 | 1389 |Actinomycetota |Actinomycetes Micrococcales Microbacteriaceae Rhodoluna sp. 98.53%
Otu51 | O 13 |2453| 928 | 209 | 14 | 926 | 4543 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria  |Rhodobacterales |Paracoccaceae f:}j;gf:;u’um 98.26%
Otu27 | 0 28 | 739 | 222 | 6 73 | 108 | 1176 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria |Hyphomicrobiales |Salinarimonadaceae Saliniramus fredricksonii | 99.75%
Otu54 | 0 38 | 33 | 239 | 21 19 | 33 | 383 |Verrucomicrobiota|Opitutia Puniceicoccales  |Puniceicoccaceae Coraliomargarita sp. 94.98%
Otu28 | 0 21 | 686 | 147 | 656 | O 64 | 1574 |Actinomycetota |Nitriliruptoria Egicoccales Egicoccaceae Egicoccus halophilus 95.33%
Otu8l | 4 13 0 137 0 102 | 10 | 266 |Planctomycetota |Planctomycetia Planctomycetales |Planctomycetaceae Rubinisphaera brasiliensis| 97.30%
Otu2 2 3 2 0 0 [7905| 0 | 7912 |Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales |Flavobacteriaceae Planktosalinus lacus 96.21%
Otull | O 0 [944 | O 3 |2102| 129 | 3178 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria  |Maricaulales Maricaulaceae Glycocaulis abyssi 100%
Otu9 0 0 (2236392 |129| O 59 | 2816 |Pseudomonadota |Gammaproteobacteria |Chromatiales Wenzhouxiangellaceae :/:Z;i;ouxiangella 99.07%
Otule | O 0 |1112| 9 0 5 10 | 1136 |Actinomycetota |Acidimicrobiia Acidimicrobiales |Lamiaceae Dermatobacter hominis | 97.04%
Otu282| O 0 38 8 0 80 | 265 | 391 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria |Hyphomicrobiales |Phyllobacteriaceae Chelativorans 98.76%

multitrophicus
Otud0 | O 0 | 364 ]| 3 0 2 17 | 386 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria |Hyphomicrobiales |Devosiaceae Pelagibacterium limicola |98.51%

89




Alkalimonas

Otu93 0 9 8 283 | 4 304 |Pseudomonadota |Gammaproteobacteria |Not assigned Not assigned . . 99.53%
collagenimarina
Otu68 0 55 15 | 175 | 0 249 |Pseudomonadota |Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Azoarcus taiwanensis 100.00%
Otu67 40 | 176 | O 13 | 18 | 247 |Planctomycetota |Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Crateriforma conspicua | 95.52%
] Rubribacterium
Otu109 76 | 81 0 0 14 | 173 |Pseudomonadota |Alphaproteobacteria |Rhodobacterales |Paracoccaceae 99.75%
polymorphum
Otu126 11 | 20 | 62 0 0 101 |Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta lutea 97.16%
Otu191 11 8 0 3 27 49 |Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Cecembia lonarensis 99.76%
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3.2. Cyanobacterial 16S rRNA gene sequence

A partial sequence of the 16S rRNA gene with a length of 1169 bp, which was obtained from
16S rRNA gene PCR amplification of culture CS3 is corresponding to the cyanobacterial
OTUG. It was designated OTU6-CS3.

A phylogenetic analysis of 16S rRNA sequences from different Sodalinema strains and closely
related Oscillatoriales revealed a distinct subtree of the genus Sodalinema including the four
validly described type strains that is supported by 100% bootstrap proportion (BP; Figure 4).
The closest related cyanobacterium is Baaleninema simplex PCC 7105T, followed by a
common branch comprising Limnospira platensis PCC 7345T and Lyngbya aestuarii PCC
7419T, which is in agreement with the V3-V4 tree presented in Figure 1.

MT067568.1 Sodalinema gerasimenkoae Z-D0802
MT067574.1 Sodalinemasp. Z-T0701
ATDS01000001 Sodalinema gerasimenkoae IPPAS B-353 (T)

MT067567 Sodalinema stali CCY 9619 (T)

_52|: Sodalinema sp. OTU6-CS3

75 MF579878.1 Sodalinema komarekii PMC 741.11
64 MG772676 Sodalinema komarekii PMC 869.14 (T)
44 MTO081571 Sodalinema orleanskyi Ey-1201 (T)
NR 172656.1 Baaleninema simplex PCC 7105 (T)
| NR 125711.1 Limnospira platensis PCC 7345 (T)
sl NR 114680.1 Lyngbya aestuarii PCC 7419 (T)
KU958134.1 Phormidium tenue BDU 92362

100

97 _|: KC217548.1 Phormidium lucidum CY-012
93 NZ MRCG01000040.1 Phormidium tenue NIES-30
GQ859649.1 Phormidium corium PMC299.07

43 _|: JN790960.1 Phormidium tenue Simbu2
100 KT347094.1 Phormidium pseudopriestleyi FRX01
KT315929.1 Geitlerinema splendidum CCALA 1004 (T)

90 AB003167.1 Phormidium ambiguum 1AM M-71

{ NR 177720.1 Phormidium irriguum
Figure 4. Neighbor-Joining tree based on partial 16S rRNA genes sequences (1169 bp)
showing the phylogenetic position of the cyanobacterial contaminant OTU6-CS3 among
strains from the NCBI database (19/02/2024). The colored rectangle shows the genus
Sodalinema. Taxa without validly published names (LPSN: ‘not correct name’ or ‘not validly
published’) are show in gray with quotation marks. (T), type strain.

The nested localization of two strains, namely “Candidatus Phormidium alkaliphilum” PBR-
2020 and “Phormidium yuhuli” AB48 (LPSN: not validly published), within the Sodalinema
subtree provides clear evidence that they have been misclassified. Our 16S rRNA phylogeny
showed a polyphyletic localization of Phormidium strains in three further subtrees which
reflects the necessity of a taxonomic reassessment of this genus. Irrespective of more than
150 different Phormidium species validly published under the ICN (Botanical Code; taxonomic
status: “correct name” [LPSN]) there is currently no reference strain of the type species (P.
lucidum) of this genus deposited in a public culture collection. Our 16S rRNA gene sequence
of Sodalinema sp. OTU6-CS3 showed a nested localization within the Sodalinema subtree and
had a sequence identity of 99.14% with the type species of the genus S. komarekii PMC
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869.14. The closest relative of Sodalinema sp. OTU6-CS3 is the misclassified strain
“Phormidium yuhuli” AB48 (99.74% identity) (Koch et al. 2022).

Another 16S rRNA gene sequence that is corresponding to OTU310 was obtained from
metagenomic data from sample ES1. OTU310-ES1 had a sequence identity of 98.67% with
the sequence of Nodosilinea radiophila (NR_177717.1). A corresponding phylogenetic
analysis (Figure S1) confirmed the close relationship of OTU310-ES1 with N. radiophila and
documented its localization within a subtree representing the genus Nodosilinea.

3.3. Metagenome assembly and binning

Metagenome sequencing, assembly and binning of four spirulina cultivar and ecotype samples
(ES1, CS1, CS3, CS4) resulted in five metagenome-assembled genomes (MAGS). In addition
to the three Limnospira sp. MAGs in ES1 (CAM_GP), CS1 (PAR_GP) and CS4 (ETH_PS)
analyzed in our recent study 2%, we detected two additional cyanobacterial MAGs (Table 4).
Culture ES1 comprised a second cyanobacterial MAG of Nodosilinea sp. (OTU310-MAG),
while a single Sodalinema sp. genome (OTU6-MAG) was detected in CS3. Both MAGs have
an excellent quality with a calculated completeness of 95.6% and 98.6% respectively and a
contamination rate of less than 1%, correlating with a comparably low number of contigs (74X,
169x). Mapping of the Illumina reads on the MAGs resulted in 101-fold and 5,370-fold genome
coverage, which is 2- to 100-fold higher than required for reliable clustering 2°*.

These MAGs are deposited in GenBank with the following accession numbers: (not yet
available).

Table 4. Cyanobacterial MAGs and their characteristics

Mean
Complete-| Contami- | ntig N50 |Coding| # Genome GC | Cove-
MAG Sample |Classification * ) ) . ]
ness (%) | nation (%) length | (contigs) |density|contigs| size (bp) (%) | rage
(bp)
3;%6' cs3 fgda"“ema 98.64 |00.54 28005 |58579 |0.88 |169 |4,732,929 |0.52 |5370
3;%310' ES1 's\';dos"'”ea 9562 [00.68 |71807 |147214(0.84 |74 5,313,730 |0.57 [101
ETH_PS-1CS4  |Limnospira g7 59 0044|6052 |16808 [0.83 |ss1 |[5.332,277 |a4.67 |1613
MAGO1 fusiformis
CAM_GP gy |Limnospira \oq 55 |00 |13773 |20213 |0.84 [356 [4,903,374 |44.51 [2012
-MAGO01 fusiformis
PAR GP|ogq  |LImnospiralgq 14 10000 |7946 |33073 [0.83 |678 |5.387,508 |44.43 |1958
-MAGO01 platensis

1 According to the current study. In gray, MAGs previously analyzed 2°.

66 additional non-cyanobacterial MAGs of good quality (completeness > 90% and
contamination <5%) that were detected in the metagenomes of the four spirulina cultures are
presented in Table S3. Genome-based analyses using the Type Strain Genome Server
(TYGS) revealed digital DNA-DNA hybridization values of less than 70% with the closest
related type strain for 57 of these MAGs, indicating that they are reflecting potential new
species.
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3.4. Average Nucleotide Identity and digital DNA-DNA Hybridization
analysis

105 pairwise OrthoANI and dDDH comparisons among 15 Phormidium and Sodalinema
strains are presented in Figure 5.

The OrthoANI genome comparison of Sodalinema sp. OTU6-MAG and Sodalinema sp. (“P.
yuhuli”) AB48 revealed a nucleotide identity of 98.64% (Figure 5), which provides clear
evidence that both cyanobacteria represent the same species (threshold >95%). They show
OrthoANI values >80% with four other available genomes of the genus Sodalinema including
the type strain S. gerasimenkoae IPPASB-353.
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S| 8| s|s|&|s|s|s|s|8|x|x|&|x|=
|l |8 |l&|la|&|la|l&|l&|lalubdlubuluv]|lsl8
OrthoANI
P. tenue NIES-30 99.99|88.59(88.58| 66.20 | 66.71| 65.38 | 65.35 | 67.79 | 66.51 | 66.85 | 66.90 | 67.06 | 66.96 | 66.83
P. tenue FACHB-1052 100 88.56(88.52| 66.32 | 66.88 | 65.36| 65.32 | 67.82 | 66.52| 66.93 | 67.02 | 67.15 | 67.04 | 67.00
Phormidium sp. FACHB-322 35.20(35.20 99,99 66.07|66.90| 65.17 | 65.16|67.83| 66.61 | 66.96 | 67.07 | 66.94 | 66.97 | 66.76
Phormidium sp. FACHB-77 35.20(35.20{99.90 66.11|66.86 | 65.41| 65.28 | 68.25 | 67.04 | 66.98 | 67.06 | 66.98 | 67.04 | 66.80
P. pseudopriestleyi FRX01 20.00(20.0018.30| 18.30 72.43|67.93|68.17|67.09| 67.18 | 67.94 | 67.91 | 68.04| 67.76 | 67.73
Phormidium sp. CCY1219 24.80|25.00|24.20{24.10(20.00 67.64|67.74|67.29| 67.13| 67.99| 68.01 | 67.88| 68.10 | 67.85
P. ambiguum |1AM M-71 33.50(33.5025.70|32.60 18.40( 20.10 86.54|67.28|67.72 | 66.21| 66.13 | 66.05 | 66.00 | 66.05
Phormidium sp. LEGE 05292  |23.20(23.20|26.40|28.10|17.70|19.60(32.40 67.48|67.72 | 66.43| 66.33| 66.25 | 66.28 | 66.28
Phormidium sp. FACHB-592  [22.10{22.10{22.70|25.60|17.60 | 21.00 | 21.70 | 20.60 69.45 | 66.57 | 66.60 | 66.69 | 66.66 | 66.64
P. tanganyikae FI6-MK23 27.20(27.20|27.00|29.30(19.40|21.90{24.90|23.00(27.10 66.35(66.27|66.39|66.27 | 66.20
S. (P.) lacuna HE10JO 29.20(29.30{30.60(|29.80(20.70|28.50{20.40|25.70{24.80|26.70 81.84(82.61|81.49(81.45
S. (P.) alkaliphilum PBR-2020 (25.80|25.80|25.40(25.40(20.40|23.30(20.90{31.20|27.80|20.20(25.10 91.67|85.18(85.12
S. gerasimenkoae |PPAS B-353|23.10|23.10(26.70|26.20(20.00(21.30(28.60(26.30{26.50(23.00(26.40(44.50 85.48(85.47
S. (P.) yuhuli AB48 26.30(26.30|29.60(29.60(21.00|27.70{23.10|29.50|27.30|26.10|25.20(28.50|29.00 98.64
Sodalinema sp. OTU6-CS3 21.50(21.50|23.20(23.20|20.50{24.50(22.80|24.40(22.90|22.90{24.80(28.50|29.00(86.10
dDDH

Figure 5. Pairwise OrthoANI and dDDH comparisons among Sodalinema and Phormidium
strains.

The genome comparison of two P. tenue strains (FACHB-1052, NIES-30) and two Phormidium
sp. strains (FACHB-77, FACHB-322) revealed almost indistinguishable genomes, which could
even reflect clonal lineages of the same isolate. In contrast, the comparison of Sodalinema sp.
OTUB-CS3 and Sodalinema sp. (“P. yuhuli”) AB48 resulted in a dDDH value of 86.10%
(threshold >70%). This data, which is consistent with the OrthoANI value of 98.64%, clearly
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show that both cyanobacteria represent different strains of the same species. Therefore, strain
AB48 was previously incorrectly classified as “Phormidium yuhuli” 2t and must be assigned to
the genus Sodalinema.

3.5. Morphology and ultrastructure

The Sodalinema sp. OTU6 (V3-V4 region, 16S rRNA gene) was detected in five of seven
spirulina samples analyzed (ES1, CS2, CS3, CS5, CS6; Figure 1), and metagenome
sequencing of sample CS3 indicated that the corresponding MAG represents the dominant
cyanobacterium in the culture (Table 4). The corresponding culture was hence used for
microscopic studies (Figures 6, 7).

Figure 6. Light microscopy micrographs of the Sodalinema sp. OTU6-CS3, contaminant in
Limnospira maxima cultures. Scales bars: 100um (a), 10 pm (b,c,d,e). The thicker trichomes
(a, b) correspond to specimens of L. maxima.

Sodalinema sp. OTU6-CS3 has long almost straight and flexuous filaments that are motile,
slightly constricted at cross-walls and slightly attenuated towards the end. Apical cells are
generally rounded (Figure 6C) and sometimes thinned and hooked (Figure 6E). Large
refractive granules are visible on one or both sides of the cross-wall (Figures 6D, 7A). The cell
shape is elongated with a cell length between 3.4 and 6.1 pm and a cell width between 2.1
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and 2.8 um. The thylakoids are arranged in 7 to 10 concentric layers parallel to the cell wall
(Figure 7). Carboxysomes, cyanophycin granules and polyphosphate granules can be found
in the cells (Figure 7).

Figure 7. Transmission electronic micrographs of Sodolinema sp. OTU6-CS3. ca:
carboxysome, cc: cross-wall constriction, cy: cyanophycin granule, p: polyphosphate granule,
t: thylakoids. Arrows: cell binary fission. Scale bars = 500 nm.

3.6. Genomic analysis — Secondary metabolites

Using antiSMASH 7.1.0 to detect genes involved in the production of secondary metabolites,
including cyanotoxins, we examined five available genomes of the genus Sodalinema, namely
Sodalinema sp. OTU6-CS3, S. gerasimenkoae IPPAS B-353, S. stali (P. lacuna) HE10JO,
Sodalinema sp. (“P. yuhuli”) AB48, and Sodalinema sp. (“P. alkaliphilum) PBR-2020 (Figure
4). In these five genomes, four regions were found that are related to terpene biosynthesis,
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which may be associated with carotenoid metabolism. A non-ribosomal peptide synthase
(NRPS)-like fragment associated to an amino-acid adenylation function and the thioesterase
domain EntF was also found in these genomes. This enzyme family is also involved in the
biosynthesis of fatty acids, phospholipids and other biological functions 272, In the genomes of
S. stali HE10JO and PBR-2020, a second NRPS-like region related to an aminotransferase
function was found.

Our analysis of five available Sodalinema genomes revealed no genomic sequences related
to cyanotoxins - including microcystins, nodularin, saxitoxin, anatoxin-a, dinydroanatoxin and
cylindrospermopsin.

The MAG of Nodosilinea sp. OTU310, from environmental sample ES1, was also analyzed
with antiSMASH. It contains a region with a PatA/PatG family cyanobactin maturation
protease, which is involved in the macrocyclization step of the biosynthesis of various
cyanobactins 273, It also contains two regions related to terpene biosynthesis. This genome
also includes a region related to the biosynthesis of aryl polyenes, bacterial pigments that are
structurally similar to carotenoids 274,

The antiSMASH analysis of the genome of Vampirovibrio chlorellavorus (accession number
GCA_001858525.1), the closest related species of OTU355 from sample CS5, did not reveal
any genomic sequences related to toxin production. Haloleptolyngbya alkalis, the closest
related species of OTU65 from sample CS5, could not be examined due to the lack of a
genome-sequenced strain (Genbank, GTDB).

3.7. Genomic analysis — Nitrogen metabolism

In the context of the nitrogen competition experiment of this study, the annotated MAG of
Sodalinema sp. OTU6-CS3 was analyzed to find genes related to nitrogen metabolism. A
complete nif operon for nitrogen fixation was identified, comprising the genes nifA, nifB, nifD,
nifE, nifH, nifd, nifK, nifL, nifS, nifU and nifV. The other genes found encode the nitrate and
nitrite reductase and their respective transporters, an ammonium transporter and a type |
glutamate-ammonia ligase.

3.8. Nitrogen source competition assay

We compared the growth rates of two morphologically clearly distinguishable filamentous
cyanobacteria, namely Sodalinema sp. OTU6-CS3 and Limnospira maxima (Figure 6), in
relation to the nitrogen concentration in the culture medium (Figure 8). Growth was monitored
in three media with ammonium ranging from 0.37 to 1.87 mmol (A1-A3) and two media with
nitrate concentrations ranging from 1.18 to 11.77 mmol (N1, N2).

The growth rates of Limnospira maxima ETH_PS were similar in all culture media. We
observed an increase of the trichomes by a factor of sixteen (mean=16.08, SD=1.52) over a
period of 19 to 20 days (Figure 8A). The growth rates of Sodalinema sp. OTU6-CS3 were
similar in nitrate-based media (N1 and N2) and in media with a high dose of ammonium (A2
and A3), in which nitrification is observed from day seven onwards. These growth rates were
also higher than those observed for Limnospira maxima, except in the first week. The growth
of Sodalinema sp. OTU6-CS3 in the low concentration ammonium media (Al), which also
lacked nitrate, is slowed down or even blocked. From day 19, the ammonium inputs to the Al
environments were stopped and they became zero-nitrogen environments, in which we
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observed an increase of the Sodalinema sp. OTU6-CS3 population by a factor of six after a
period of 15 days (Figure 8B).
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Figure 8. Trichome multiplication of Limnospira maxima ETH_PS (A) and Sodalinema sp.
OTUB-CS3 (B) competing in five culture media with different nitrogen sources and
concentrations. Al: 0.37 mmol NH4+; A2: 1.12 mmol NH4+; A3: 1.87 mmol NH4+; N1: 1.18
mmol NO3-; N2: 11.77 mmol NO3-. n=3; error bars represent standard deviation. The "NO3-"
sign indicates the start of nitrification observations in A2 and A3. The "ZN" sign indicates the
passage of A1 medium to a zero-nitrogen media.

4. Discussion

4.1. Taxonomy considerations

The phylogenetic analysis, the OrthoANI comparisons and microscopic observations of
Sodalinema sp. OTU6-CS3 presented in this paper unambiguously showed that it represents
the genus Sodalinema. The morphology, except for the occasional observation of thinned and
hooked apical cells, and the arrangement of thylakoids are similar to those described for S.
komarekii 2°2, The 16S rRNA sequences of Sodalinema sp. OTU6-CS3 and S. komarekii PMC
869.14 show an identity of 99.14%, which is above the species delimitation threshold of 98.7%
268 However, this threshold cannot considered as proof of species identity, which must be
confirmed by a genome comparison with the type species of the genus S. komarekii PMC
869.14 2%, This has been shown in the genus Limnospira, whose two species have 16S rRNA
sequence identities of more than 99%, but could be unequivocally distinguished by a genomic
comparison 2%,

A genome comparison between Sodalinema sp. OTU6-CS3 and Sodalinema sp. AB48
(“Phormidium yuhuli”) revealed that these two strains belong to the same species, based on
an OrthoANI value of 98.64% and a dDDH value of 86.10%, which is clearly above the
threshold values for species delimitation of 95% and 70%, respectively 214238246 Strain AB48
was assigned to the genus Phormidium in 2022 due to its proximity to the MAG of “Candidatus
Phormidium alkaliphilum” PBR-2020 27%:275, However, the naming of these two taxa is neither
correct (see current study) nor validly published to LPSN. Phylogenetic analysis based on 16S
rRNA gene sequences and genomic comparisons showed that the corresponding strain of
PBR-2020 belongs to the genus Sodalinema, but is distinct from the species S.
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gerosimenkoae, S. komarekii, S. orleanskyi and S. stali as well as Sodalinema sp. OTU6-CS3.
It therefore represents a new species of the genus Sodalinema, whose preferred name is
“Candidatus Sodalinema alkaliphilum” PBR-2020.

A genome comparison between the type strain S. komarekii PMC 869.14, Sodalinema sp.
OTUB-CS3 and “S. yuhuli” AB48 needs to be performed to determine whether S. komarekii
and “S. yuhuli” are different species or whether “S. yuhuli” is a heterotypic synonym of S.
komarekii.

The phylogenetic tree (Figure 4) shows that the strain “P. lacuna” HE10JO described in 2017
278 is part of the Sodalinema subtree and close to the type strain S. stali CCY 9619, which is
consistent with the designation S. stali HE10JO provided by the authors who described S. stali
263 Howeuver, it is hazardous to assign these two strains to the same species without a genomic
comparison (OrthoANI and dDDH).

Phylogenetic analyzes based on 16S rRNA gene sequences (Figure 4) and on 16S-23S ITS
region sequences 23 place the type strain S. orleanskyi Ey-1201 in close proximity to the type
strain S. komarekii PMC 869.14. The partial sequences (1160bp) of the 16S gene of these two
strains present an identity of 99.48%. Given these elements, it appears necessary to carry out
a genomic comparison to verify that these two type strains really belong to two different
species.

Our results show that several "Phormidium" taxa should be assigned to the genus Sodalinema
and that the latter includes a larger number of species than those previously identified.

4.2. Cyanobacterial contaminants

The cyanobacterial composition of the environmental sample (ES1) is the most diverse with
six taxa from four orders, which is consistent with other inventories of cyanobacteria in lagoon
environments 2/7-2°_ In comparison, two spirulina culture samples contained only Limnospira,
three contained Limnospira and one additional cyanobacterial taxon and only one contains
Limnospira and three other cyanobacteria. This result reflects the selection due to the
extremely alkaline environment in spirulina culture media (pH > 9.6).

OTUBG represents a cyanobacterium of the genus Sodalinema, which was found in four out of
five spirulina pond samples. Our metagenome analyses showed that the corresponding
Sodalinema sp. OTU6-CS3 and all other strains of the genus Sodalinema (Oscillatoriales)
whose genomes are currently available are not capable of producing cyanotoxins.
Nevertheless, this cyanobacterium is a contaminant of spirulina cultures, which should only
contain Limnospira species. Strains of Sodalinema, a genus proposed in 2018 %¢2, have been
regularly confused with other Oscillatoriales, notably particularly species of the ambiguous
genus Phormidium, which have similar morphologies 2%3. The genus Phormidium has also
been reported as a major contaminant, in terms of biovolume, in small scale French spirulina
production 2°°, The reasonable assumption that that these contaminations previously observed
in spirulina cultures actually belong to the genus Sodalinema has to be confirmed e.g. by
analyses of 16S rRNA gene amplicons on a larger number of culture samples.

OTUBS represents a cyanobacterial contamination of the spirulina sample CS5 that is very
closely related to Haloleptolyngbya alkalis (>99% identity). It is a filamentous cyanobacterium
from the order Nodosilineales that occurs together with Limnospira maxima (synonym
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Arthrospira fusiformis) in Kenya’s Soda Lake Nakuru %°, PCR-based analyses of the H. alkalis
type strain did not reveal any genetic potential for the production of microcystins, nodularins,
anatoxin-a and saxitoxin 28, This species may have been confused with Leptolyngbya-like
filamentous cyanobacteria 22, which are similar to those already reported for small-scale
spirulina cultures in France 2%,

Another interesting coinhabitant of the spirulina sample CS5 is OTU355, whose closest relative
is Vampirovibrio chlorellavorus (90.75% identity). The corresponding heterotrophic bacterium
of the class Vampirovibrionophyceae (Cyanobacteriota) is a parasite of the green alga
Chlorella 281, a chlorophyte that was supposed to contaminate spirulina cultures . Thus, this
bacterium could prove useful in the biological control of Chlorella in spirulina cultures. V.
chlorellavorus is the only species of Vampirovibrionales published (LPSN, 07/11/2024). The
comparably low sequence identity between this bacterium and OTU355 (90.75%) indicates
that the latter may represent a new genus, or even a new family of Vampirovibrionales.

OTU48, which was only detected in the environmental sample ES1, represents the genus
Cyanocohniella (96.54% identity) of the family Nodulariaceae. This family of the order
Nostocales includes taxa known to produce cyanotoxins, notably nodularins “¢. OTUZ26,
another unique amplicon sequence from ES1, belongs to the family Synechococcaceae, which
includes taxa known to produce microcystins %2,

The genus Microcystis, which contains several species producing the eponymous microcystins
48 was not found in the six spirulina culture samples. This result is consistent with the absence
of Microcystis sp. in 102 culture samples also from small French spirulina productions 2%, In
contrast, the presence of Microcystis sp. has already been detected in spirulina and klamath
BGAS samples from Greek and Belgian markets 8177, However, another study has shown that
the cultivation conditions of spirulina are unsuitable for M. aeruginosa and suggested that L.
platensis could inhibit its growth °¢. The high pH of the culture media used for the cultivation
of spirulina (pH > 9.6 for French production) does not explain the absence of M. aeruginosa,
which can tolerate a pH above 10 #2285, On the other hand, the high salinity of spirulina culture
media (above 12 g NaCl L) can be an inhibitory factor for M. aeruginosa 2.

Our result showed the presence of cyanobacterial taxa, which are known to produce toxins, in
the environmental sample ES1. In contrast, no cyanotoxin-producing cyanobacterium for which
toxin production or biosynthesis gene clusters are known could be detected in the six spirulina
culture samples examined. In particular, the genus Sodalinema, which is able to grow in the
same environment as Limnospira, especially in spirulina cultures, is non-toxic, as shown in this
study.

4.3. Heterotrophic bacteria

Only a third of the 362 identified OTUs was closely related to an existing species or genus,
which suggested that the spirulina samples contain a large number of still unknown
heterotrophic bacteria. Similarly, about 8% of OTUs have an identity percentage that does not
allow them to be assigned to a taxonomic order. This implies that the samples also contain
some bacteria of higher taxonomic ranks that are still unknown.

Considering bacterial contaminants identified with high confidence and present in at least 50%
of our samples, we identified Bacteroidota and Pseudomonadota (previously Proteobacteria)
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as the most abundant phyla. Both phyla were also reported by a previous study ’7 for spirulina
products from the Greek market. More specifically, within the Pseudomonadota, the classes
Alphaproteobacteria and Gammproteobacteria dominated in terms of reads in both studies. A
third phylum, namely Verrucomicrobiota was found in both projects as well. This suggested
that those phyla are universal in open-pond cultivation of spirulina in the mediterranean region.

We identified the genus Alkalimonas in four out of our six spirulina ponds samples.
Interestingly, this psychrotolerant and obligate alkaliphilic bacterium was the most abundant
bacterial contaminant identified in a recent study 27 in which viromic and metagenomic
analyses of two French spirulina farms were presented.

Pond sample CS5 was the most contaminated in term of number of different reads, particularly
the dominant OTUZ2, which corresponds to the recently described flavobacterium
Planktosalinus lacus 2%, This bacterium is not able to reduce nitrate or nitrite and therefore
does not interfere with the nitrogen cycle of the pond ecosystem. On the other hand, the
betaproteobacterium Azoarcus taiwanensis (OTU68), which was detected in three pond
samples and in the environmental sample, showed facultative denitrification activity 2 and
could therefore contribute to nitrogen loss in the spirulina cultures. Overall, our results indicate
that the bacterial compaosition in spirulina pond ecosystems is very diverse but completely
harmless to the consumer, and contained several phyla that are linked to the geographical
location.

4.4. Nitrogen sources

Our results indicated that Sodalinema sp. OTU6-CS3 cannot proliferate, in competition with
Limnospira, when the sole nitrogen source is ammonium in low concentration (A1 medium,
Figure 8B). In contrast, the growth of Limnospira maxima was not affected under the same
conditions. Analysis of Sodalinema sp. OTU6-CS3 genome revealed the presence of genes
encoding ammonia transporters, which implies its ability to use this nitrogen source. Our results
suggest that the ammonium assimilation capacity of Sodalinema sp. OTU6-CS3 is lower than
in the Limnospira maxima, which gives a competitive advantage to the latter when
concentrations are low. The presence of nitrifying bacteria in media A2 and A3 altered their
nitrogen composition, which did not allow us to conclude on the capacity of Sodalinema sp.
OTUB-CS3 to use ammonium at higher concentrations. The moderate growth of Sodalinema
sp. OTU6-CS3 observed between days 8 and 12 (Figure 8B) is likely due to a slight undetected
nitrification.

Our results showed that Sodalinema sp. OTU6-CS3 can grow in a nitrogen-free medium (ZN
medium, Figure 8B). This observation appears to indicate that Sodalinema sp. OTU6-CS3 is
diazotrophic; however, the involvement of heterotrophic bacteria cannot be ruled out. Our
findings indicate the presence of taxa belonging to the Puniceicoccaceae family among
heterotrophic bacteria (Tables S2, S3), which encompasses diazotrophic strains 2°°2°1, We
also discovered a complete nif operon in the genome of PAR_MAGO06, which belongs to the
same family. Nevertheless, the presence of a complete nif operon in the genome of
Sodalinema sp. OTU6-CS3 supports the hypothesis that this strain is diazotrophic. NifA is the
key activator of nif gene expression, and NifL controls NifA activity to prevent nif gene
expression when ammonium is present 292, Therefore, the presence of ammonium in the
medium should prevent the nitrogen fixation of Sodalinema sp. OTU6-CS3.
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Spirulina can utilize various forms of nitrogen, including nitrates, ammonium, and urea
(carbamide). Besides the use of a specific concentration of ammonium, which can limit the
growth of Sodalinema sp. OTU6-CS3 mentioned above, nitrate could also be useful to control
other cyanobacteria. Thus, the use of a culture medium rich in nitrate (9.9 g L?) is likely to
inhibit the growth of cyanobacteria rich in phycoerythrin as shown by a study on
Synechococcus spp. 2%, It therefore appears that examining the form and concentration of
nitrogen utilized in the formulation of a culture medium may provide solutions to spirulina
producers in limiting the growth of certain contaminating cyanobacteria.

5. Data availability statement

The genetic data used in this article are available in NCBI GenBank. Metagenome data are
deposited in the following BioProjects: PRINA1085564 (sample ES1), PRINA1085629
(sample CS1), PRINA1171631 (sample CS3) and PRINA1085565 (sample CS4). Fastq files
of the 16S rRNA amplicon were submitted to NCBI's Short Read Archive and are publicly
available under accession number PRINA1095467. OTUs fasta sequences are presented in
Table S5.
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Discussion et Perspectives

Dans cette section, nous disserterons en premier lieu sur les questions relatives a la spiruline
afin de clarifier leur nomenclature pour la suite de la discussion et d’aborder prioritairement la
problématique de leur toxicité supposée.

En deuxieme partie, nous discuterons des questions relatives a la cyanosphére des cultures
de spiruline avec un accent particulier sur les cyanobactéries qui sont par nature soupgonnées
de produire des cyanotoxines. Cette deuxieme partie comprend également une discussion sur
les approches méthodologiques de taxonomies utilisées dans nos travaux.

En troisiéme partie, nous discuterons des résultats d’analyse de microcystines réalisés sur les
productions francaises afin de dégager des hypothéses sur 'origine des résultats positifs et
de conclure sur le risque sanitaire potentiel pour les consommateurs.

Une synthése des recommandations et perspectives terminera cette discussion.
1. Especes des souches de spiruline et leur toxicité supposée

1.1 Taxonomie des spirulines

Proposer une révision taxonomique des spirulines, comme nous l'avons fait dans le chapitre
Il, n’était pas un objectif initial de la thése. Etudier la taxonomie des spirulines avait pour but
d’identifier 'espéce Limnospira fusiformis afin de vérifier 'hypothése de sa toxicité présumée.

Les quatre espéces de spiruline ont toutes été décrites selon des critéres morphologiques et
écologiques et valablement publiées selon le code taxonomique ICN (code botanique). Il existe
toutefois un consensus sur I'existence de deux lignées de spiruline démontrée dés 1999 par
Scheldeman et al. 3’. et maintes fois confirmée notamment par Baurain et al. *8 en 2001, Manen
et Falquet en 2002 “° et Miklaszewska et al. * en 2012. Un premier clade (l) regroupe les
souches assignées aux espéces Limnospira (Arthrospira) fusiformis, L. (A.) indica et L. (A.)
maxima ainsi que certaines souches assignées a I'espéce A. platensis ou non assignées
(Arthrospira sp.). Dans le deuxiéme clade (ll), on retrouve exclusivement des souches
assignées a I'espéce A. platensis ou non assignées.

Lorsque nous avons obtenu les génomes issus de I'analyse métagénomique (MAGs) de nos
échantillons de spirulines, ils ont été comparés a la base de données génomiques a vocation
taxonomique GTDB (Genome Taxonomy Database) pour obtenir leur identification. A cette
occasion, nous avons constaté que ce service avait adopté I'appellation L. fusiformis pour
désigner toutes les souches de spiruline du clade I. Ce choix, qui n’est pas supporté par une
publication scientifique, nous a semblé arbitraire et inopportun compte tenu de la suspicion de
toxicité et des limitations réglementaires qui concernent cette espéce.

Dés lors, il nous est apparu nécessaire d’entreprendre une étude de la taxonomie des
spirulines afin d’éclaircir leur nomenclature.

Dans le méme temps, Roussel et al. ont proposé, en 2023, une révision taxonomique
monospécifique du genre Limnospira et adopté I'appellation L. platensis pour désigner les
souches des deux clades de spiruline . Cette proposition qui bouscule I'existence de deux
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lignées de spiruline semble motivée par des considérations réglementaires comme le
suggeérent lintroduction et la discussion de cet article. Elle s’appuie sur une interprétation
discutable du seuil inter-espéces de la méthode de comparaison génomique ANI (Average
Nucleotide Identity). En effet, les valeurs ANI inter-clades, obtenues par Roussel et al. (93,4%
+ 0.1%) avec l'algorithme OrthoANIu %%, se situent dans la zone de transition entre le seuil
intra-espéce (>95%) et le seuil inter-espéces (<83%) définie par I'étude de Jain et al. 24’. Ces
derniers ont réalisé en 2018 des comparaisons génomiques sur 90.000 génomes de
prokaryotes avec l'algorithme FastANI. lls ont ainsi montré une distribution bimodale des
valeurs obtenues et une zone de transition entre les deux modes qui comprend 2,5% des
valeurs calculées. Les valeurs ANI situées dans cette zone de transition doivent étre
interprétées avec précaution d’autant plus si elles sont calculées avec des algorithmes
différents. Ainsi des valeurs ANI de 93-94% ne permettent pas de conclure une identité
d’espéce.

Nos comparaisons génomiques entre les souches de Limnospira, réalisées avec I'algorithme
OrthoANI, ont donné des valeurs inter-clades de 94% + 0.5% et intra-clade de 99,2% + 0.5%
a comparer au seuil de délimitation des espéces (95~96%) proposé pour cet algorithme par
Lee et al. %8, Ces résultats confirment I'existence de deux clades et montrent clairement une
identité d’espéces au sein de chaque clade. Les valeurs inter-clades, inférieures au seuil de
délimitation des especes, indiquent que les deux clades représentent des espéces différentes
sans toutefois permettre une conclusion solide compte tenu du faible écart entre ces valeurs
et le seuil. La deuxieme méthode de comparaison génomique que nous avons utilisée, la
dDDH (digital DNA-DNA hybridization), donne des valeurs inter-clades (49,6% a 56,6%) et
intra-clade (85,5% a 96,9%) bien éloignées du seuil de délimitation des especes fixé a 70%
pour cette méthode 2% . Ces derniers résultats confirment que les deux clades de spiruline
représentent chacun une seule espéce. Enfin, les valeurs dDDH intra-clade sont supérieures
au seuil de délimitation des sous-espéces (79~80%) proposés par Meier-Kolthoff et al. 22 ce
qui montre qu’il n’existe pas de sous-espéce au sein d’'un méme clade.

Selon les régles d’antériorité des codes ICN (International Code of Nomenclature for algae,
fungi, and plants) et ICNP (International Code of Nomenclature of Prokaryotes), les espéces
L. fusiformis, L. indica et L. maxima du clade | peuvent maintenant étre désignées L. maxima.
On pourra apprécier que ce nom d’espéce soit autorisé par les différentes réglementations et
qu’il puisse décrire cette cyanobactérie de grande taille & morphologie variable et cosmopolite
sans donner d’indication morphologique (versus L. fusiformis) ou géographique (versus L.
indica).

Les souches du clade Il étaient assignées a I'espéce A. platensis ou non assignées. Une étude
récente a montré que cette espéce pouvait présenter des formes benthiques ou planktoniques
253 ce qui leve le doute sur leur appartenance au genre Limnospira compte tenu du caractere
benthique de la description originale faite par Gomont en 1892 “2, En conséguence, le nom
d’espece L. platensis est retenu pour désigner les souches du clade Il

Les descriptions amendées du genre Limnospira et de ses deux especes que nous avons
publiées (chapitre 11) sont conformes aux régles du code taxonomique des prokaryotes (ICNP).
Des lors, notre publication sera présentée au bureau éditorial du journal IJSEM (International
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Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology), la publication officielle du Comité
international de systématique des procaryotes (ICSP), pour validation.

Il nous a semblé utile, notamment pour les producteurs, de trouver une méthode permettant
de distinguer les deux especes sans devoir réaliser un séquencage du génome ou d’'une
séquence compléete du genel6S rRNA.

Nos résultats montrent que la région hypervariable V3-V4 du gene 16S rRNA est suffisante
pour distinguer les deux espéces. Cette séquence peut étre obtenue avec un protocole de
métageénétique qui ne nécessite pas d’isoler la souche étudiée et devient relativement
accessible compte tenu des évolutions technologiques en matiére de séquencgage.

Plus simple et encore plus abordable, serait une méthode basée sur la morphologie. Nos
résultats ont permis de constater que la souche Limnospira platensis PAR_GP présente une
forme réguliére et stable. A contrario, les souches de L. maxima étudiées présentent des
formes d’hélice irrégulieres (diamétre et pas) et variables pouvant conduire a des formes
droites. Cette observation est en adéquation avec les résultats de Muhling et al. 2% qui ont
réalisé en 2006 une analyse phénotypique de 33 souches de spirulines réparties dans les deux
clades. lls ont suggéré que le cluster | soit composé de souches, incluant les especes A.
fusiformis, A. maxima et A. indica, présentant des filaments irréguliers et que le cluster I,
incluant la plupart des A. platensis analysées, soit composé de souches présentant une forme
spiralée réguliére.

Il est curieux de constater qu’un critére morphologique simple a observer, la forme globale des
trichomes, permet de distinguer les deux espéces alors que par le passé des nouvelles
espéces ont été décrites sur base de différences morphologiques relevant du détail comme la
forme des calyptres dans le cas de Arthrospira indica .

La forme des trichomes doit étre observée sur une population puisque c’est la régularité du
profil d’hélice qui permet de distinguer les deux espéces. L'observation d’un seul trichome peut
conduire a une erreur d’identification. Nous avons en effet observé (Figure 3 du chapitre II)
gu'une souche de L. maxima évoluant d’'une forme spiralée vers une forme droite peut
présenter des trichomes hélicoidaux réguliers.

Cette distinction morphologique entre les deux espéces doit encore étre validée a plus grande
échelle en menant une étude combinant des observations morphologiques et une méthode
permettant de s’assurer de l'identification de I'espéce des souches étudiées. A priori, une telle
étude devrait s’appuyer sur les souches en collection. A notre connaissance, il est peu
probable de trouver d’autres souches L. platensis, autre que la souche Paracas déja étudiée,
parmi les cultivars utilisés en France.

1.2. Non toxicité de Limnospira maxima (syn. L. fusiformis)

Nos résultats démontrent 'absence des génes codant des enzymes NRPS ou PKS dans les
22 génomes de Limnospira analysés incluant 11 génomes de L. maxima (L. fusiformis) ce qui
prouve leur incapacité a produire les cyanotoxines pour lesquelles les voies de biosynthése
sont identifiées. Toutefois nous n'avons pas pu analyser les souches AB2002/02 et AB2002/10
de L. (A.) fusiformis présumées étre associées a la production de microcystines (MCs) et
anatoxines (ATXs) par Ballot et al. 12,
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Dans un échange personnel au début de cette these (2 novembre 2020), cet auteur nous écrit :
« Regarding toxicity: | am not sure today if these strains were really producing toxins. The
amounts in the culture were relatively low. According to my experience are real toxin producers
characterized by relatively high concentrations of in the culture. So | assume that the
measurements which were done by another Lab were not correct. [...]. And several
cyanobacterial species exist were non-toxigenic and toxic strains coexist. So why not in
Arthrospira? »

Dés lors, I'hypothése que certaines souches de L. fusiformis puissent produire des
cyanotoxines est-elle crédible ?

Comme nous n’avons trouvé aucune trace des géenes impliqués dans la production de MCs et
ATXs dans les 22 génomes de Limnospira examinés, I'hypothése de souches productrices et
non-productrices de ces toxines ne peut pas s’appuyer sur une explication de pertes ou
mutations de l'une ou l'autre région codante sauf a envisager la perte compléte de clusters.
Cette hypothése pourrait toutefois trouver une autre explication basée sur I'éventualité du
transfert d’'un cluster mcy ou atx d’'une espéce toxique vers une souche de Limnospira.

Pour examiner ces différentes possibilités, nous pouvons nous appuyer sur les résultats
obtenus avec d’autres espéces de cyanobactéries présentant des souches toxiques et non
toxiques.

Le genre Microcystis comprend des souches productrices de MCs et d’autres qui ne le sont
pas 2%, Les congéneres de MCs peuvent également varier selon les souches. En 2002,
Mikalsen et al. 2°7 ont analysé les génes mcyABC de souches du genre Microcystis et ont
observé plusieurs variants de ces génes dans onze souches et leur absence dans sept. Les
auteurs ont suggeéré que ces résultats pouvaient s’expliquer par des recombinaisons entre
réplicas imperfectifs, des pertes de génes et des transferts horizontaux. La méme année,
Christiansen et al. > ont comparé le cluster des génes mcy de Planktothrix agardhii CYA 126
avec ceux de deux souches de Microcystis aeruginosa productrices de MCs. Les auteurs ont
conclu que les similarités et différences observées entre ces clusters ne pouvaient pas
s’expliquer par des transferts horizontaux entre genres.

En 2003, Rantala et al. °® ont réalisé une analyse phylogénétique comparée de genes de
synthése de MCs (mcyA, mcyD et mcyE), et des génes constitutifs 16S rRNA et rpoC1. Leurs
résultats montrent une coévolution des genes mcy et des génes constitutifs des genres
Anabaena (Dolichospermum), Microcystis, Nodularia, Nostoc et Planktothrix. En 2005,
Jungblut et Neilan 2°° ont montré qu’une analyse phylogénétique de séquences du domaine
aminotransférase des génes mcyE de souches de Chroococcales, Nostocales et
Oscillatoriales révélait les mémes clusters préalablement identifiés avec des séquences du
géne 16s rRNA. Ces résultats montrent une congruence entre I'évolution de géne 16S rRNA
et des génes mcy ce qui supporte I'hypothése d’une évolution verticale de ces derniers.

Des lors la distribution sporadique des genes associés a la synthese de MCs dans les
cyanobactéries ne peut pas s’expliquer par des transferts horizontaux entres genres mais
plutét par des évolutions et des pertes de génes dans les lignées dérivées d’ancétres
communs. De méme, les différences observées entre les génes mcy des différents taxons
producteurs de MCs ne plaident pas pour une hypothése de transferts latéraux de ces génes
entre genres.
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En 2011, Rantala-Ylinen et al. 3° ont comparé les clusters des genes ana de souches des
genres Anabaena et Oscillatoria, associés a la production de ATXs, et ont montré des
différences d’'une part dans I'organisation des génes au sein des clusters et d’autre part entre
les séquences génétiques de ces genes, qui sont similaires a celles rencontrées entre les
espéces productrices de MCs. Cette observation ne plaide pas en faveur d’'une hypothése de
transferts horizontaux des génes impliqués dans la production des ATXs.

Tous ces résultats montrent que la présence de souches toxiques et non-toxiques au sein des
espéces associés a la production de MCs et ATXs trouve une explication dans des pertes ou
mutations de génes. Toutefois, aucune perte totale d’'un cluster n’a pu étre mise en évidence
dans ces résultats.

Les résultats précités de Rantala et al. et de Jungblut et Neilan semblent infirmer I'hypothése
de transferts horizontaux de cluster mcy entre espéces ou souches. Concernant les ATXs,
nous n‘avons pas trouvé d’étude portant sur I'évolution du cluster atx permettant d’infirmer
I'hypothése de transferts horizontaux et qui expliquerait la distribution sporadique des génes
associés a leur production dans les cyanobactéries.

De plus, il apparait que les Limnospira possédent plusieurs mécanismes de défense de leur
génome contre I'incorporation de matériel génétique provenant d’'un transfert horizontal. Les
analyses des génomes de plusieurs souches de Limnospira ont révélé la présence de
nombreux sites liés aux systémes restriction-modification (RM) qui interviennent dans la
destruction de 'ADN exogéne 157:159.206:301-303  jagmton et al. *** ont montré qu’il est nécessaire
de désactiver les enzymes de restriction (endonucléase) pour introduire un géne dans le
génome de la souche L. maxima C1 (désignée A. platensis C1 dans leur article).

Le génome des Limnospira comprend aussi plusieurs sites CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) 2%63%3% qui sont un élément du systéme CRISPR-Cas
qui fournit un mécanisme d'immunité adaptative permettant l'identification et la destruction de
séguences génétiques étrangéres au génome 307308,

Enfin, les spirulines sont entourées d’exopolysaccharides qui constituent une barriére
physique pouvant entraver le contact avec des cellules ou molécules d’ADN extérieures 390310,

Dés lors, 'hypothése que certaines souches de Limnospira maxima (L. fusiformis) puissent
acquérir un cluster complet de génes de synthése de MCs ou ATXs et que certaines souches
puissent produire ces toxines nous semble trés improbable.

Enfin, I'absence de toute trace des génes associés a ces toxines ne plaide pas pour la
coexistence de souches toxiques et non-toxiques.

1.3. La souche de spiruline camarguaise

La souche camarguaise, issue de I'échantillon environnemental, présente un morphotype
« fusiformis » qui a pu justifier son assignation a I'espéce Arthrospira fusiformis, les soupgons
de sa toxicité, et l'interdiction de l'utiliser comme ingrédient de complément alimentaire au
regard de la réglementation francaise.

Nos travaux permettent de réhabiliter cette souche pour sa culture et sa consommation. D’'une
part, la révision taxonomique proposée permet d’assigner cette souche a I'espéce Limnospira
(A.) maxima qui est acceptée dans toutes les Iégislations relatives aux espéces de spiruline.
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D’autre part, 'analyse du génome de cette souche a démontré I'absence de génes associés a
la production de cyanotoxines.

Compte tenu de ces résultats, la souche camarguaise a été mise en production a partir de
2023 dans la ferme aquacole partenaire de cette these et depuis 2024 dans quelques fermes
adhérentes de la FSF.

2. Cyanosphere des cultures de spiruline

2.1. Cyanobactéries contaminantes des cultures de spiruline

L’inventaire des cyanobactéries contaminantes des cultures de spiruline présentées dans le
chapitre | comprend 14 genres répartis dans les ordres des Chroococcales, Geitlerinematales,
Gomontiellales, Leptolyngbyales, Nodosilineales, Oscillatoriales, Spirulinales et
Synechococcales. Par contre, I'analyse des amplicons 16S rRNA présentée dans le chapitre
Il ne révele que trois taxons appartenant aux ordres des Nodosilineales, Oscillatoriales et
Vampirovibrionales. En outre, les trois genres identifiés dans le chapitre Il ne figurent pas
dans l'inventaire du chapitre |.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences.

L’inventaire du chapitre | a été réalisé avec des données acquises sur 437 échantillons de
spiruline séche et 102 échantillons de culture provenant de 109 sites de production. Ces
échantillons ont été récoltés entre 2017 et 2021 durant la saison de production qui s’étale
d’avril a octobre. L’analyse phylogénétique du chapitre Ill a été réalisée sur six échantillons de
culture récoltés en novembre 2019.

Ces différences de nature des échantillons, de leur nombre et des périodes d’échantillonnage
sont des éléments susceptibles d’expliquer la différence de diversité des taxons observés.

Les méthodes d’identification des taxons sont également trés différentes. Les données du
chapitre | proviennent d’énumérations des contaminants réalisées par un laboratoire privé pour
le compte des producteurs et sont basées uniquement sur des méthodes morpho-
taxonomiques classiques qui ne prennent pas en compte les récentes évolutions de la
taxonomie. Ces méthodes morpho-taxonomiques sont réputées moins fiables que les
méthodes phylogénétiques, utilisées dans le chapitre IlI.

Cing sites de production de spiruline ont fourni des échantillons pour ces deux chapitres. Le
tableau 1 compare les résultats obtenus.

Le genre Cyanobium a été identifi€¢ comme un contaminant majeur lors de I'analyse des
résultats d’énumérations de cyanobactéries réalisées sur 437 échantillons de spiruline séche
(paillettes) et 102 échantillons de cultures de spiruline (chapitre I). Toutefois, la phylogénétique
ne I'a décelé dans aucun des six échantillons de culture examinés dans le chapitre Ill. Ce
genre de picocyanobactérie, qui comprend l'espéce C. rubescens, est associé par la
profession a une coloration rouge du milieu de culture 3. L’analyse phylogénétique des
échantillons du chapitre Ill a montré la présence de plusieurs bactéries pourpres, notamment
le genre Rhodobaca, qui présentent une couleur similaire et des morphologies (taille, forme
ovoide) pouvant étre confondues avec celles de Cyanobium 312313, Dés lors, I'hypothése d’une
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erreur d’identification, confusion entre Cyanobium et une bactérie pourpre, nous semble
crédible pour expliquer la différence relative a ce taxon entre les deux chapitres.

Tableau 1: Comparaison des identifications taxonomiques entre les chapitres | (morpho-
taxonomie) et Il (phylogénétique).

Chapitre | Chapitre 11l
Slte. Année | , Natu.re Taxons Taxons
production échantillon
Paillettes Cyangplum, Leptolyngbya, .
Cs2 2019 - Phormidium, Planktolyngbya, Sodalinema
spiruline
Pseudanabaena
CS3 2021 Culture Cyanobium, Geitlerinema Sodalinema

Cyanobium, Cyanodictyon,
Gomontiella, Jaaginema,

Cs4 2021 Culture Néant
i Planktolyngbya, Pseudanabaena,
Romeria, Spirulina
css 2019 Paillettes | Cyanobium, Jaaginema, Phormidium, Sodalinema
spiruline Planktolyngbya Haloleptolyngbya
CS6 2019 Pa!llet.tes Cyanobium, Jaaginema, Sodalinema
spiruline Planktolyngbya, Pseudanabaena

Inversement, le genre Sodalinema a été identifi€ comme un contaminant majeur par I'analyse
phylogénétique réalisée sur six échantillons de culture de spiruline (chapitre Ill) mais il est
absent de I'inventaire des contaminants présenté dans le chapitre I. Ce genre a été proposé
récemment en 2018 par Cellamare et al. 252 et ne figure pas dans les clés de détermination
plus anciennes utilisées pour la morpho-taxonomie. L'espéce type, S. komarekii, présente une
morphologie similaire aux Leptolyngbya avec ses longs filaments fins (diameétre <3 ym). La
famille des Leptolyngbyaceae comprend également le genre Planktolyngbya. L’analyse
phylogénétiqgue (16S rRNA) place S. komarekii a proximité de souches des genres
Geitlerinema et Spirulina. Samylina et al. ont décrit en 2021 trois nouvelles especes de
Sodalinema — S. gerasimenkoae, S. orleanskyi et S. stali — en étudiant le cluster des
« Geitlerinema marines » 22 qui comprend des souches du genre Phormidium. Ce dernier
comprend des espéces devant étre déplacées dans le genre Sodalinema selon les résultats
présentés dans le chapitre Ill. Tous ces éléments permettent d’émettre I'hypothése que des
souches de Sodalinema ont aisément pu étre confondues avec des souches de Phormidium,
de Leptolyngbya, de Geitlerinema ou encore de Planktolyngbya.

Ce qui précede illustre les limites des méthodes morpho-taxonomiques pour identifier des
taxons de cyanobactéries. Par ailleurs, on peut s’interroger sur la fiabilité d’identification de
cyanobactéries contaminants des échantillons de spirulines séches réhydratés pour
I'observation. De plus de telles observations n’apportent aucune information fiable sur
I'éventuelle toxicité des taxons.
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Nous recommandons donc a la profession de ne plus consacrer de moyens pour réaliser des
énumérations de cyanobactéries sur des échantillons de spiruline séche et de privilégier la
surveillance des cultures sur site. L'objectif premier des observations microscopiques des
cultures est de détecter la présence d’un contaminant, sans pour autant pouvoir I'identifier
précisément. Le cas échéant, des actions telles que le contrble des cyanotoxines dans les
productions devraient étre déclenchées. Il est par ailleurs recommandé a la profession de se
former pour mener a bien ce type d’observation.

2.2. Toxicité des contaminants

L’identification sur base morpho-taxonomique des 14 genres de cyanobactéries présentées
dans le chapitre | est sujette a caution comme nous I'avons discuté ci-avant. Par ailleurs, les
genres associés a la production de cyanotoxines comprennent des espéces et/ou souches
non toxiques. Enfin, la seule présence du genre Arthrospira, basée sur le cas de A. fusiformis,
dans les listes de cyanobactéries toxiques permet de mettre en doute leur fiabilité. Il est dés
lors hasardeux d’associer formellement I'un ou l'autre de ces 14 taxons a la production de
cyanotoxines.

On notera toutefois que I'ordre des Nostocales, qui comprend la moitié des genres associés
aux cyanotoxines (tableau 7 de I'introduction), n’est pas représenté dans ces 14 taxons. Les
genres Microcystis, Planktothrix, Dolichospermum et Nostoc, principalement associés a la
production de MCs #7, sont également absents de I'inventaire des contaminants présentés au
chapitre | (figure 4). Enfin, aucune corrélation n’a pu étre établie entre les dénombrements des
taxons de cet inventaire et les résultats d’analyses de MCS (méthode Adda-ELISA) également
présentés au chapitre .

Ces éléments ne plaident pas en faveur d’une hypothétique présence de cyanobactéries
toxiques dans les 95 sites de production de spiruline dont sont issues les données analysées
dans le chapitre I.

L’analyse phylogénétique réalisée sur 6 échantillons de cultures (chapitre Ill) a permis
d’identifier deux taxons de cyanophyceae. Le génome du premier, Sodalinema sp., a pu étre
analysé et nous avons démontré son incapacité a produire des cyanotoxines. Le second,
Haloleptolyngbya alkalis, n’a pas pu étre isolé ni caractérisé mais une analyse PCR de la
souche type de ce taxon réalisée par Dadheech et al. 2012 a permis de montrer 'absence des
génes margueurs associés aux microcystines, nodularines, anatoxine-a et saxitoxines 2.

Dans leur ensemble, nos travaux n'ont pas permis d’identifier de taxons cyanobactériens
associés a la production de cyanotoxines dans les cultures de spiruline. A contrario, 'analyse
phylogénétique réalisée sur I'échantillon environnemental contenant la souche de spiruline
camarguaise a permis d’identifier deux taxons putativement associés a des cyanotoxines : le
genre Cyanocohniella de la famille Nodulariaceae associée aux nodularines et la famille
Synechococcaceae associée au MCs.

Pour compléter cette discussion, notons que les bactéries hétérotrophes identifiées (362
OTUs) par I'analyse des amplicons 16S des échantillons de cultures, ne comprennent pas de
taxons pathogénes.
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2.3. Origine des contaminants

Les genres de cyanobactéries identifiés dans les échantillons de cultures francaises de
spiruline examinés dans les chapitres | et Ill ne comprennent pas les taxons dominants trouvés
en milieu naturel sur des territoires identiques ou voisins : Plankthothrix, Microcystis,
Anabaena, Aphanizomenon et Woronichinia 20205, A contrario, les genres Aphanocapsa,
Merismopedia, Phormidium, Pseudanabaena and Romeria ont pu étre identifiés dans ses
mémes territoires 209-204 et dans les échantillons analysés au chapitre I. De méme Sodalinema
sp. a été identifié¢ dans des échantillons de cultures et dans I'échantillon environnemental
étudiés au chapitre lII.

Ces résultats montrent que les cultures de spiruline peuvent étre contaminées par des
cyanobactéries présentes dans I'environnement mais que certains taxons n’ont pas la capacité
de s’installer dans les milieux alcalins utilisés pour cultiver la spiruline. En particulier 'absence
de Microcystis sp. dans les cultures concorde avec les résultats de Costa et al. **¢ qui ont
montré I'incapacité de M. aeruginosa de survivre dans une culture de spiruline.

A contrario, certains genres, en particulier Jaaginema et Planktolyngbya, sont présents dans
une majorité des fermes réparties sur tout le territoire francais, alors qu’ils n’apparaissent pas
dans la littérature comme étant des taxons dominants sur ces territoires.

L’échange de souches, a partir de cultures non isolées ni contrblées, entre producteurs pour
les besoins d’inoculation est largement répandue. Ce qui peut expliquer la dispersion de
cyanobactéries contaminantes au-dela de leur territoire d’'origine. Cette pratique est également
susceptible d’augmenter la diversité des contaminants présents sur une ferme dés lors que
plusieurs souches se succédent et sont parfois mélangées.

L’échange de souches entre producteurs a des raisons économiques et pratiques. Les
volumes de biomasse disponibles sont suffisants pour pouvoir ensemencer un bassin de
culture et démarrer rapidement une production. En comparaison, les volumes disponibles
auprés d’'une souchotéque ou d'une collection nécessitent plusieurs semaines a plusieurs
mois de multiplication avant de pouvoir démarrer une production.

Au regard du risque de contamination, nous recommandons a la profession d’utiliser des
inocula vérifiés pour ne pas contenir d’autres cyanobactéries que la spiruline. La mise en
ceuvre de cette recommandation nécessite de développer un nouveau métier, équivalent au
métier de pépiniériste dans le domaine végétal, pour fournir des inocula répondant aux besoins
des producteurs de spiruline.

2.4. Controle des contaminations

La culture de la spiruline dans un photobioréacteur (PBR), inoculé avec une souche isolée
(mono-cyanobactériale), est certainement la meilleure solution pour éviter les contaminations.
Les niveaux d'investissements et de complexité de ces systemes ¥ ne sont toutefois pas en
adéquation avec le modele paysan qui caractérise la production francaise.

Cependant, plusieurs paramétres culturaux sont a la disposition des producteurs pour limiter
les contaminations.
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Les Limnospira sont des organismes halophiles pouvant supporter une salinité totale de 1,1 a
300 g L en milieu naturel %2, Les travaux de Tonk et al.?®¢ montrent que le taux de croissance
de Microcystis aeruginosa et sa production de MCs sont nuls pour une salinité dépassant 12
g L. Selon Vergali et al.3'* la souche Planktothrix agardhii PMC1014.18 supporte des
concentrations de NaCl de 12,5 g L mais décline drastiquement a 15 g L. Houliez et al.3*®
ont montré que deux souches productrices de STX, Aphanizomenon gracile PMC627.10 et
Cylindrospermopsis raciborskii PMCO00.01, ne survivent pas a des concentrations de NacCl
dépassant 15 g L. Ces exemples montrent qu’il est possible d’éviter certaines contaminations
en utilisant des milieux de culture de salinité élevée.

Les Limnospira sont également des organismes alcalophiles pouvant supporter des pH élevé
(pH 11) et dont 'optimum de croissance se situe entre pH 9 et 9,5 selon Zarrouk 316, L’étude
de Maileht et al. 317 a révélé que l'alcalinité est 'un des déterminants principaux des taxons
dominants dans 1500 lacs de 20 pays européens, montrant ainsi le caractére sélectif de ce
paramétre. Les lacs sodiques sont des milieux extrémes avec des pH se situant entre 9 et 12
dans lesquelles seuls des organismes alcalophiles peuvent prospérer. Dans ces milieux,
Limnospira est le taxon cyanobactérien dominant et I'on y trouve également des souches des
genres Anabaenopsis, Haloleptolynbya, Picocystis et Sodalinema 262318,

La combinaison d’'une salinité et d’'une alcalinité élevées constitue une barriere a la
contamination des cultures de spiruline par la plupart des (cyano)bactéries 180319,

Il est donc recommandé aux producteurs de démarrer et de maintenir leurs cultures dans des
conditions de salinité et d’alcalinité élevées. En pratique, les milieux de culture en phase de
production ont une salinité supérieur 2 12 g L* et un pH proche de 10 . Un pH supérieur ou
égal a 9,6 est une contrainte imposée par le guide des bonnes pratiques et d’hygiéne (GBPH)
de la FSF. Toutefois, lors du démarrage d’'une culture le milieu présente généralement un pH
inférieur 11,

Le protocole de culture de Limnospira et Sodalinema, mis en compétition dans des milieux
présentant des compositions azotées différentes (chapitre lll), a montré qu’il est possible de
limiter la prolifération de Sodalinema en absence de nitrate et avec une faible concentration
en ammonium. Une telle approche nécessite toutefois d’étudier les conséquences sur la
composition de la spiruline cultivée et de développer un systéme de mesure de 'ammonium
en continu permettant de contréler sa concentration.

Enfin, la comparaison des contaminations entre les milieux de cultures et les spirulines
récoltées dans ceux-ci (chapitre 1) suggere qu’il est possible de limiter les petites
cyanobactéries indésirables, en particulier les picocyanobactéries, dans la biomasse récoltée.
Dans les filtres a plat (filtration frontale), la biomasse s’accumule sur la toile de filtration et
constitue progressivement un filtre additionnel qui empéche les petits éléments de passer dans
le filtrat. Les cyanobactéries de taille inférieure a la maille du filtre peuvent donc étre retenues
dans la biomasse de spiruline. L’utilisation de filtres rotatifs (filtration tangentielle) évite ce
phénomeéne.
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2.5. Approches méthodologiques de taxonomie

Lorsque nous avons cherché a identifier la cyanobactérie contaminante majeure de nos
échantillons dans le chapitre I, les premiers résultats basés sur les séquences de la région
V3-V4 du géne 16S rRNA ont placé cette derniére a proximité de trois souches du genre
Sodalinema. Mais lorsque nous avons obtenu son génome (MAG), sa comparaison avec la
base de données GTDB a conclu a l'assigner a I'espéce Phormidium yuhuli. L’analyse
phylogénétique d’'une séquence plus compléte du géne 16S rRNA nous a permis de confirmer
les premiers résultats et de montrer que la souche Phormidium yuhuli AB48 décrite et
proposée par Koch et al. ?* devait étre assignée au genre Sodalinema. Ces auteurs ont
assigné en 2022 la souche AB48 au genre Phormidium en se basant sur les données
génomiques qui montraient une proximité avec la souche « Phormidium alkaliphilum
PBR2020 » et en utilisant la taxonomie génomique proposée par le GTDB. Notons que le
GTDB a récemment (septembre 2024) réassigné les souches AB48 et PBR2020 au genre
Sodalinema ce qui est conforme a nos résultats.

On peut considérer qu’une identification basée sur un génome est plus fiable que celle basée
sur une séquence du seul géne 16S rRNA. Mais quelle que soit la méthode, son résultat
dépend des bases de données utilisées pour rechercher des génomes ou séquences
similaires. Au 7 septembre 2024, la base de données génomiques du NCBI comprend 6227
génomes de Cyanobacteriota dont seuls 219 sont des génomes de référence. La base de
données RefSeq des séquences 16S rRNA du NCBI comprend 237893 entrées a la méme
date pour ce méme phylum. Dés lors, il est aujourd’hui plus probable que le genre d’'une
cyanobactérie étudiée soit représenté dans une base de données de séquences 16S rRNA
gue dans une base de données génomiques.

Notre expérience d’identification du contaminant Sodalinema illustre ce propos et nous améne
a recommander ['utilisation des séquences du géne 16S rRNA pour assigner un genre a une
souche inconnue. Cette recommandation est également valable pour les rangs taxonomiques
supérieurs pour lesquels des seuils de similarité ont été définis pour les séquences du géne
16S rRNA 268,

Notons que la méthode ANI peut également étre utilisée pour délimiter les genres comme I'ont
proposé en 2020 Barco et al. *2° Nos résultats du chapitre Il confirment cette approche avec
une bonne corrélation entre les résultats de comparaison ANI et 'analyse phylogénétique des
séquences 16S rRNA. Cette approche est toutefois sujette aux limitations des bases de
données génomiques évoquées précédemment et ne devrait pas étre utilisée pour assigner le
genre d’une souche inconnue mais seulement pour confirmer une identité de genre. Ces
limitations liées aux bases de données génomiques s’appliquent par extension aux méthodes
phylogénomiques.

L’assignation d’une souche a une espéce ne peut pas étre confirmée avec les séquences 16S
rRNA car des espéces différentes peuvent présenter une similarité de leur séquence 16S
rRNA supérieure au seuil de délimitation des espéces 2°!. C’est notamment le cas pour
Limnospira maxima et L. platensis.

La confirmation de l'assignation de l'espece peut étre réalisée avec les méthodes de
comparaison génomiques ANI et dDDH que nous avons utilisées dans les chapitres Il et Il a
condition de disposer des génomes. A défaut, nous considérons qu'’il est préférable de ne pas
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conclure sur I'espéce au risque d’'une fausse assignation ou d’une création infondée d’'une
nouvelle espéce.

La méthode dDDH présente des valeurs qui s’éloignent brusquement du seuil de délimitation
dés lors que l'on compare des espéces différentes 2% (Figure 5, chapitre Ill). Cette
caractéristique rend cette méthode inutilisable pour délimiter les genres mais plus fiable pour
délimiter les espéces avec des valeurs plus contrastées que celles de la méthode ANI comme
observé dans les résultats du chapitre II.

3. Microcystines dans les produits spirulines

3.1. Interprétation des résultats d’analyse

Les résultats du chapitre | montrent une détection de MCs dans 58% des échantillons de
paillettes de spiruline analysés avec la méthode Adda-ELISA. Quatre échantillons sur les 623
analysés présentent un taux de MCs supérieur a la limite réglementaire (1 ppm) avec un
maximum de 1,31 ppm. Ces quatre échantillons, ainsi qu’un cinquiéme présentant un taux de
MCs a 0,6 ppm, ont également été analysés avec la méthode HPLC-MS/MS qui n’a pas
confirmé les résultats précédents sur les 9 variants de MCs recherchés. Ces variants incluent
les MC-LR, MC-LA et MC-YR qui sont les MCs les plus toxiques 4°°2,

Enfin, nonobstant I'exactitude des taxons identifiés, aucune corrélation n’a pu étre établie entre
les résultats d’analyse MCs et les identifications et dénombrements de cyanobactéries
(chapitre 1).

Ces résultats d’analyse de MCs concordent avec ceux présentés dans l'introduction (Tableau
5), relatifs a des spirulines commercialisées en Europe : d'un cété des détections de MCs avec
la méthode Adda-ELISA et de I'autre 'absence de détection des variants de MCs recherchés
avec des méthodes de chromatographie couplées a de la spectrométrie de masse.

Pour expliquer ces différences de résultats selon les méthodes utilisées, plusieurs hypothéses
sont relatives a la méthode Adda-ELISA qui cible spécifiquement I'acide aminé Adda pour
détecter et quantifier les MCs :

i) Sur matrice BGAS, une autre méthode ELISA (kit EnviroLogix EP-022, non Adda-ELISA) a
montré une bonne corrélation des quantifications de MCs avec une méthode LC-MS &, La
méthode Adda-ELISA est susceptible de réagir avec les produits de dégradation des MCs
contenant le groupe Adda %2, ce qui peut conduire a une surestimation des concentrations
réelles de MCs.

i) L'acide aminé Adda est commun aux MCs et aux nodularines (NODs). Ces dernieres
n’étaient pas recherchées dans les études basées sur la LC et la MS évoquées ci-avant. Il est
donc possible que les échantillons testés positifs par Adda-ELISA aient été contaminés par
des NODs et non pas par des MCs. Toutefois, les résultats présentés dans les chapitres | et
Il N’ont pas permis d’identifier, dans les cultures ou produits spiruline, des cyanobactéries de
'ordre des Nostocales dans lesquelles on trouve les taxons pouvant étre associés a la
production de NODs.

iil) Les méthodes d’analyses basées sur la LC et la MS ne peuvent détecter que les 8 a 10
variants de MCs recherchés. Il est donc possible que les échantillons soient contaminés par
d’autres variants de MCs. Cette hypothése nous semble peu solide dans la mesure ou ces
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variants recherchés, incluant les MC-LR, MC-RR, MC-LA, MC-LF, MC-LY, MC-LW, MC-YR,
sont les plus couramment produits par les cyanobactéries productrices de MCs #/.

En comparaison, ces résultats d’analyse de MCs sur des produits spirulines sont différents de
ceux obtenus sur des échantillons de Klamath (Aphanizomenon flos-aquae). Ces derniers sont
positifs au MCs quelle que soit la méthode d’analyse utilisée (Tableau 5 de l'introduction).
Heussner et al. 1°° ont par ailleurs montré une forte corrélation entre les résultats obtenus avec
la méthode Adda-ELISA et ceux obtenus avec la méthode LC-MS/MS sur neuf échantillons de
Klamath. On peut en déduire que ces analyses Adda-ELISA réalisées sur la Klamath détectent
bien des MCs et en particulier les variants recherchés par LC-MS/MS (MC-LR, MC-LA, MC-
RR, MC-YR, MC-LF, MC-LW, [As p3]-MC-RR et [Asp3]-MC-LR dans I'étude précitée).

Heussner et al. ont également montré avec une analyse PCR que des échantillons de Klamath
positifs aux MCs contenaient le geéne mcyE.

La Klamath a été associée a plusieurs reprises a la cyanobactérie Microcystis. L'étude de
Gilroy et al. * montrant la contamination de produits Klamath par des MCs a des niveaux
atteignant 18 ppm faisait suite a une prolifération de M. aeruginosa dans le lac Klamath dans
lequel est récoltée Aphanizomenon flos-aquae. Le congénére principalement détecté dans
cette étude était la MC-LR. Van Hassel et al. ont montré la présence de Microcystis sp. par
une analyse phylogénétique de ségquence mcyE présentes dans des échantillons de Klamath
positif aux MCs, a des niveaux atteignant 5 ppm, détectées par HPLC-MS/MS. Les variants
identifiés étaient les MC-LR, MC-LA, MC-LY, MC-RR et MC-YR.

Cette comparaison des résultats relatifs a la spiruline et a la Klamath est riche
d’enseignements. Dans le cas de la Klamath, les détections de MCs concernent les variants
les plus répandus de MCs, ce qui explique la bonne corrélation entre les résultats d’analyses
réalisés avec les méthodes Adda-ELISA et LC-MS/MS. Ces contaminations sont associées a
la présence de Microcystis sp. ce qui est cohérent avec les taux élevés de MCs constatés 2%,

Dans le cas des spirulines, les niveaux de contamination sont i) beaucoup plus faibles, ii) ne
concernent pas les principaux variants de MCs et iii) n'ont pas pu étre associés a un taxon de
cyanobactéries connues pour produire des MCs.

Dés lors, nous pouvons poser I’hypothése que les résultats positifs des analyses Adda-ELISA
ne correspondent pas a des cyanotoxines produites par des cyanobactéries présentent dans
les cultures de spiruline.

Pour confirmer ou infirmer cette hypothése il sera nécessaire de mener des études
complémentaires sur les produits et cultures de spiruline combinant des analyses Adda-
ELISA, la recherche du géne mcyE (sur les échantillons positifs) et, le cas échéant, des
analyses phylogénétigues des séquences obtenues pour identifier d’éventuelles
cyanobactéries potentiellement productrices de MCs.
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La dégradation des MCs produit des composés qui contiennent I'acide aminé Adda comme
I'on montré Yang et al. 32! en étudiant la biodégradation de la MC-LR réalisée par Sphingopyxis
sp. On constate que l'acide aminé Adda est conservé durant plusieurs étapes de cette
biodégradation (Figure 1).
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Figure 1. Premiéres étapes de la biodégradation de la MC-LR par Sphingopyxis sp.
D’aprés Yang et al., 2020, Elsevier Ltd.

Notons que la perte de sa structure cyclique rend la MC-LR non toxique en réduisant
considérablement son interaction avec sa cible 322,

Kumar et al. 32° ont également montré que la biodégradation de la MC-LR, par les bactéries
Pseudomonas sp. et Chryseobacterium sp. dans des unités de traitement de I'eau potable,
produit des composés qui contiennent I'acide aminé Adda.

D’autres bactéries - incluant des a-proteobacteria , B-proteobacteria, y-proteobacteria,
Actinobacteria et Bacilli - ont été identifiées comme pouvant dégrader divers variants de MCs
324 Toutes ces voies de biodégradations n’ont pas été étudiées, mais il est probable qu’elles
conduisent également a produire des composés intermédiaires contenant 'acide aminé Adda.
Ces bhiodégradations des MCs interviennent en milieu naturel et elles sont aussi utilisées pour
le traitement de I'eau destinée a la consommation humaine.

Des méthodes chimiques, incluant 'oxydation avec du ferrate (FeO.?") et du chlorure ferrique
(FeCls), sont également utilisées pour le traitement de I'eau.

Islam et al. 32° ont montré que la dégradation de la MC-LR par le ferrate produit des composés
contenant 'acide aminé Adda. Takenata et Tanaka 32°327 ont également identifié 'acide aminé
Adda, issu de la dégradation des MCs, dans des eaux de surface et des eaux traitées avec du
chlorure ferrique pour la consommation humaine.
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Ces différentes études montrent que les eaux utilisées pour cultiver la spiruline sont
susceptibles d’étre contaminées par des produits de dégradation des MCs d’origine tiers qui
contiennent I'acide aminé Adda.

Ces composés étant détectables par les analyses utilisant la méthode Adda-ELISA, nous
posons I'hypothése que les résultats positifs obtenus par cette méthode sur les produits et
cultures de spiruline peuvent s’expliquer par une contamination, via I'eau utilisée, par des
produits de dégradation des MCs.

Pour confirmer ou infirmer cette hypothése il sera nécessaire de mener des études sur les
eaux utilisées pour cultiver la spiruline en réalisant des analyses Adda-ELISA et, le cas
échéant, en réalisant des contres analyses avec une autre méthode pour distinguer les MCs
de leurs produits de dégradation.

3.2. Evaluation du risque microcystine (hépatotoxique) des productions
francaises de spiruline

La moyenne des résultats d’analyse Adda-ELISA sur 623 échantillons de spiruline séche est
de 0,21 ug MCs g (chapitre ). Au regard de la valeur toxicologique de référence (VTR) établie
par 'OMS (0,04 ug MC-LR kg bw day?) pour une exposition continue, cette moyenne permet
d’envisager une consommation quotidienne de plus de 11 g de spiruline séche pour un individu
de 60 kg. Une quantité supérieure aux 3 a 5 g généralement conseillés par la profession. Pour
des expositions de courte durée (15 jours maximum), la VTR est 10 fois supérieure (0,4 ug
MC-LR kg?! bw day?) ce qui permet d’envisager ponctuellement une consommation plus
importante.

Cette discussion a également montré que les résultats d’analyses Adda-ELISA surestiment
probablement les teneurs en MC-LR et autres congénéres de MCs réputés toxiques. Cela a
été démontré pour les cing échantillons ayant fait 'objet d’'une contre-analyse par HPLC-
MS/MS.

Au vue des connaissances dégagées par nos travaux, nous pouvons conclure que les
spirulines produites par la filiere paysanne francaise ne présentent pas de risque sanitaire lié
aux MCs.

Cependant, le risque MCs doit étre appréhendé dans le contexte global de 'alimentation. Les
exemples présentés en introduction (Tableau 4), montrent que de nombreux secteurs
alimentaires peuvent étre impactés par les cyanotoxines. Les produits issus de 'aquaculture,
de la péche, de I'élevage et des cultures irriguées peuvent contenir des cyanotoxines avec
parfois des teneurs présentant un risque de santé aigu. Ainsi, un niveau de contamination
record de 18 mg MC-LR kg* FW a été détecté par LC-MS dans des écrevisses en Espagne®.

Dés lors, la profession doit se fixer I'objectif de produire de la spiruline « zéro-cyanotoxines ».

3.3. Limitations de I'étude

Nos résultats relatifs a la détection et la quantification de cyanotoxines dans les produits
spiruline concernent uniquement les microcystines. Roy-Lachapelle et al.1’* ont détecté deux
variants d’anatoxines dans trois échantillons de produits spiruline sur 14 analysés avec une
méthode couplant chromatographie et spectrométrie. Papadimitriou et al. 1% ont détecté de
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la cylindrospermopsin dans deux échantillons de produits spiruline sur 31 analysés avec une
méthode ELISA (Kit Abraxis 522011). Bien que ces échantillons ne provenaient pas de la
filiere frangaise, ces exemples montrent la nécessité de rester prudent et d’étendre les
études, et probablement la surveillance des cultures, a d’autres cyanotoxines.

4. Recommandations

Pour diminuer le risque de contamination des cultures de spiruline par d’autres
cyanobactéries, les mesures préventives suivantes sont recommandées :

Utiliser des inocula exempts de cyanobactérie contaminante. Au vu de cette recommandation,
la pratique d’échange de souches non contrblées entre producteurs doit étre remise en
guestion.

Conduire les cultures dans des conditions de salinité et d’alcalinité élevées.

Pour la surveillance des cultures et des productions au regard du risque de contamination, les
mesures suivantes sont recommandées :

Privilégier I'observation microscopique des cultures sur site pour détecter la présence de
cyanobactéries contaminantes.

Consacrer des moyens de formation et d’équipement pour que les producteurs puissent mener
ces observations sur site.

Utiliser la méthode Adda-ELISA pour détecter les microcystines et nodularines dans les
produits spiruline. Cette méthode détecte tous les congénéres de microcystines et de
nodularines ainsi que leurs produits de dégradation. Elle est donc susceptible de produire des
faux positifs en termes de détection de MCs, notamment la MC-LR, mais elle est la plus
prudentielle du point de vue de la sécurité sanitaire. Les échantillons présentant un résultat
positif devraient étre analysés avec une autre méthode pour vérifier la présence des
congénéres toxiques, notamment la MC-LR.

Nos travaux ont montré que les cyanobactéries formellement identifiées dans les échantillons
de cultures de spiruline ne peuvent étre associées a la production de cyanotoxines. Nous
n’avons pas pu identifier les causes, endogénes ou exogénes aux cultures, qui conduisent a
obtenir des résultats positifs d’analyses Adda-ELISA sur des produits ou cultures de spiruline.

Il est dés lors nécessaire de mener des études supplémentaires pour déterminer ce qui génére
ces résultats positifs en incluant les eaux utilisées par les producteurs dans le champ des
recherches.

Enfin, le critére morphologique permettant de distinguer les deux espéces de Limnospira devra
étre confirmé par une étude vérifiant que les souches de L. platensis ont systématiquement
une morphologie spiralée réguliere.
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Conclusion Générale

Le premier objectif de cette thése était d’apporter des connaissances sur les contaminations,
par des cyanotoxines et par des cyanobactéries, des cultures et des productions de spiruline
issues de la filiere paysanne francaise.

L’examen de 623 résultats d’analyses de microcystines (MCs), réalisées avec la méthode
Adda-ELISA, sur des spirulines produites par cette filiere, a montré que les concentrations
détectées étaient en moyenne cing fois inférieures a la limite réglementaire. Sur les
échantillons présentant les concentrations les plus élevées, les contre-analyses réalisées avec
une méthode LC-MS/MS n’ont pas confirmé les résultats de la méthode Adda-ELISA. Par
ailleurs, aucune corrélation n’a pu étre établie entre ces derniers et les taxons de
cyanobactéries, identifiés par des méthodes morpho-taxonomiques, présents dans les
cultures de spiruline. L’ensemble de ces résultats suggérent une contamination des cultures
par des produits de dégradation des MCs, via les apports en eaux.

De plus, une analyse métagénétique réalisée sur six échantillons de culture a montré la
présence de cyanobactéries halo-alcalophiles qui ne sont pas associées a la production de
cyanotoxines. Parmi celles-ci, le genre Sodalinema s’avére étre un contaminant dominant et
récurrent. Sa caractérisation génétique a démontré sa non-toxicité. A contrario, I'analyse d’'un
échantillon environnemental issus de I'étang Monro, ou se développe la souche de spiruline
camarguaise, a révélé la présence de cyanobactéries Nostocales et Synechoccocales
potentiellement toxigues.

Nos travaux, étayés par la littérature scientifique, montrent que des environnements sodiques
et alcalins, tels que les milieux de cultures de spiruline utilisés en France, ne sont pas propices
au développement des genres de cyanobactéries connus pour étre les principaux producteurs
de MCs.

En conclusion, les résultats de nos travaux montrent que les productions de spiruline issues
de la filiere paysanne francaise ne présentent pas de risque sanitaire lié aux contaminations
par des microcystines.

Le second objectif de cette thése consistait a identifier les différentes espéces de spiruline
cultivées en France et a vérifier si ces taxons, en particulier Limnospira fusiformis peuvent
produire des cyanotoxines.

Nos travaux nous ont conduits a proposer une révision taxonomique des spirulines qui résout
la confusion qui affectait leur nomenclature. Des comparaisons génomiques entre 22 souches
ont démontré qu’il n’existe que deux espéces de spiruline : Limnospira maxima et Limnospira
platensis. En conséquence, les appellations L. fusiformis et L. indica sont des synonymes
hétérotypes de L. maxima.

Une analyse de 22 génomes de spiruline - 11 de chaque espéce - réalisée avec trois méthodes
différentes a démontré l'absence de séquence génétique pouvant étre associée a la
production de cyanotoxines. Nous avons démontré en particulier que la souche de spiruline
camarguaise, une Limnospira maxima, est non toxique et qu’elle peut étre mise en production.
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Pour conclure, nous pouvons affirmer que les souches de spiruline cultivées en France sont
non toxiques et que leur nomenclature autorise leur utilisation au regard des réglementations
francaises et internationales.

Nos travaux apportent des réponses scientifiques aux principales questions développées dans
lintroduction. D’une part, nous démontrons les hypothéses de la non-toxicité et d'une
séparation en deux espéces du genre Limnospira. D’autre part, nous apportons des
connaissances sur les contaminations par des microcystines et la cyanosphére des cultures
de spiruline, notamment sur le genre Sodalinema. Enfin, nous établissons des hypotheses
pour expliquer les résultats positifs des analyses Adda-ELISA.
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Annexe | — Supplementary Material (Chapitre I1)

Figure S1. Limnospira TEM views, related to Figure 4. L. maxima CAM_GP (a-d), L. maxima
ETH_PS (e-h), L. platensis PAR_GP (i-1).
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Figure S2. Phylogenomic maximum likelihood tree of 22 Limnospira genomes and 10 cyanobacterial
reference genomes, related to Figure 5. The RaxML tree was constructed from 18,746 variable
aminoacid positions based on a protein alignment of 92 housekeeping genes under the GTR4G model
using 100 bootstrap replicates. Bootstrap values are shown at the nodes. All taxa of the genus
Limnospira are located in two distinct subtrees (clade I, clade Il). The bar represents relative number of
changes per amino acid position.
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Table S1. Limnospira 16S rRNA amplicon sequences, related to figure 1. Species diagnostic
nucleotides in red.

OoTuU Taxa Fasta V3-V4 16s rRNA
>Otul_TG
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGG
_ | TTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGTACTTGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTG
OTU1_TG lenO_Sp”a CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGG
maima TGGCTGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACAGTGGCTTAACTACTGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGA
GTACGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCGGT
GGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG
>Otul_AA
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGG
_ | TTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGTACTTGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTG
OTU1_AA L;::::;a CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGG

TGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACAGTAGCTCAACTACTGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAG
AGTACGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCGG
TGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG
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Table S2. Alphabetical list of strains of Limnospira maxima (Clade 1) and L. platensis (Clade
1), related to figures 1, 6 and 7.

Specie Strain Initial name Origin Reference !

L. maxima | AB 2002/01 A. fusiformis Lake EImenteita, Kenya e

L. maxima | AB 2002/02 A. fusiformis Lake Sonachi, Kenya e

L. maxima AB 2002/03 A. fusiformis Lake Magadi, Kenya e

L. maxima | AB 2002/04 A. fusiformis Lake Nakuru, Kenya e

L. maxima AB 2002/05 A. fusiformis Lake Bogoria, Kenya e

L. maxima | AB 2002/07 Phormidium . cf. | ke Nakuru, Kenya e
terebriformis

L. maxima | AB 2002/10 A. fusiformis Lake Bogoria, Kenya e

L. maxima | AB 2002/11 A. fusiformis Lake Simbi, Kenya e

L. platensis | Berhampur A. platensis Berhampur, India b, c

L. platensis | BJ 2000 A. maxima e

L. maxima |BMO1 A. indica a

L. maxima Burma Arthrospira sp. Burma e

L. maxima Cc1 Arthrospira sp. Lake Bodou, Kanem, Chad a,b,cde

L. platensis | CCALA 030 Arthrospira sp. e

L. maxima CCAP 1406/2 A. maxima Lake Naivasha, Kenya c,d

L. maxima CCAP 1475/8 A. fusiformis Lake Chitu, Ethiopia c,d

L. maxima CCAP 1475/9 A. maxima Natron Lake, Chad b, c, d

L. platensis | CH1 e

L. platensis | Compere 1968/3786 | A. sp. ('platensis’) Lake Bodou, Chad b, c d

L. platensis | Compere 86.79 A. sp. ('platensis’) Natron Lake, Chad c,d

L. platensis | Crater Arthrospira 'crater' | Volcano lake, Queretano, Mexico | b, c, d

L. maxima CS-328 A. maxima a, e

L. maxima EF-18A Arthrospira sp. Earthrise, CA, USA b,c, d

L. platensis | EF-2 Arthrospira sp. Earthrise, CA, USA b, c

L. maxima | F3C e

L. platensis | FACHB 438 A. maxima e

L. platensis | FACHB 439 A. platensis a

L. platensis | FACHB 834 A. platensis e
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Specie Strain Initial name Origin Reference !

L. platensis | FACHB 835 A. platensis a, e

L. platensis | FACHB 971 A. platensis a, e

L. platensis | Hegewald 1976 A. fusiformis Lake Nakuru, Kenya b,cd

L. platensis | Hindak 1985/1 A. fusiformis Lake Arenguade, Ethiopia b, c,d

L. platensis |IP CCIBt3336 A. platensis Pantanal da Nhecoldndia, Brazil |a,f

L. maxima KNO1 A. fusiformis a,d, e

L. platensis | KR 2004/12 e

L. maxima ;etl)porte 1963/M132- A. sp. (‘platensis’) Natron Lake, Chad c,d

L. maxima | Lefevre 1963/M132-1 | A. maxima Natron Lake, Chad b,c e

L. platensis Leonard & Wouters A. sp. ('platensis’) Lake Bodou, Chad b, c,d
1968

L. maxima Lonar Arthrospira 'Lonar’ Lake Lonar, India c,d

L. platensis | MCRC isolate spiral A. indica Madras, India b, c

L. maxima MCRC isolate straight | A. indica Madras, India b, c

L. maxima Moz 1 A. fusiformis Mozambique e

L. maxima Moz 2 A. fusiformis Mozambique e

L. platensis | NIES-39 A. platensis Lake Chad, Chad a, e

L. platensis | NIES-46 A. platensis Lake Texcoco, Mexico a, e

L. platensis | Nigrita C1 Arthrospira sp. Greek Spirulina plant d, e

L. maxima Nigrita M1 Arthrospira sp. Greek Spirulina plant d, e

L. platensis | NJ 1999 A. platensis e

L. maxima | NMG e

L. maxima | omsk 09.13F clone lll | Limnospira sp. Solenoye Lake, Siberia a,e

L. maxima omsk 09.13F IB Limnospira sp. Solenoye Lake, Siberia a, e

L. maxima omsk 09.13H IB Limnospira sp. Solenoye Lake, Siberia e

L. platensis | Orovilca Arthrospira Lake Oravilca, Peru b, c, d

‘Orovilca'

L. platensis | Paraca UASWS A. platensis Peru a, e

L. platensis | Paracas R14 A. platensis Peru e

L. platensis | PCC 7345 A. platensis Saline marsh, CA, USA a,b,cde

L. maxima | PCC 7939 Arthrospira sp. nd b, c
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Specie Strain Initial name Origin Reference !
L. maxima PCC 7940 Arthrospira sp. nd c,d

L. maxima PCC 8005 Arthrospira sp. nd a,b,cde
L. platensis | PCC 8006 Arthrospira sp. nd b, c, d

L. platensis | PCC 9108 Arthrospira sp. Commercial, Cheng-hai, China a,b,c,d e
L. maxima PCC9223 Arthrospira sp. Lake Santa Olalla, Spain b,c d, e
L. maxima |PD 1997/ram A. indica Lake Ramgarh, India e

L. maxima | PD 1998/pus A. indica Lake Pushkar, India e

L. maxima |PD 2002/ana A. indica Lake Pushkar, India e

L. platensis | PLM2.Bin9 Arthrospira sp. a

L. maxima PMC 1042.18 Arthrospira sp. Lac Natron, Tanzanie e

L. maxima PMC 1223.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1234.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1236.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1238.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1240.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1242.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1243.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1245.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1249.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1252.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1254.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1256.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1261.20 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1279.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1280.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1281.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1286.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1290.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1291.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1293.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1295.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e
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Specie Strain Initial name Origin Reference !
L. maxima PMC 1298.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. maxima PMC 1306.21 Limnospira sp. Saintes Maries de la mer, France | e

L. platensis | PMC 289.06 L. platensis e

L. maxima PMC 737.11 L. fusiformis Dziani, Mayotte e

L. maxima PMC 894.15 L. fusiformis Dziani, Mayotte e

L. maxima PMC917.15 L. fusiformis Dziani, Mayotte e

L. platensis | PSol CCIBt3254 Pantanal da Nhecolandia, Brazil |a, f

L. platensis | rsemsu 1/02 A. platensis e

L. maxima |SAG 21.99 e

L. platensis | SAG 257.80 A. platensis Laguna Huacachina, Peru b, c e
L. maxima | SAG 49.88 e

L. maxima |SAG 84.79 A. maxima Natron Lake, Chad b,cde
L. maxima SAG 85.79 A. platensis Natron Lake, Chad a,cde
L. maxima | SAG 86.79 A. platensis Natron Lake, Chad c

L. platensis | SH-MAG29 Arthrospira sp. a

L. platensis | SM CCIBt3335 A. platensis Pantanal da Nhecolandia, Brazil |a, f

L. platensis | SP-1 (D0884) A. platensis Lake Texcoco, Mexico b,c,d
L. maxima | Sp-1(DQ279770) Arthrospira sp. e

L. maxima | SP-10 Arthrospira sp. Madagascar b

L. platensis | SP-12 Arthrospira sp. Proteus, CA, USA b, c,d
L. platensis | SP-13 Arthrospira sp. nd c,d

L. maxima | SP-14 (D0897) Arthrospira sp. nd ¢, d e
L. maxima | SP-15 Arthrospira sp. nd b

L. platensis | Sp-16 Arthrospira sp. nd e

L. maxima SP-16 (D0899) Arthrospira sp. SAC, Thailand b, c d
L. platensis | Sp-17 e

L. maxima SP-17 (D0900) Arthrospira sp. SAC, Thailand b, c,d
L. maxima SP-18 Arthrospira sp. SAC, Thailand b

L. maxima SP-19 Arthrospira sp. SAC, Thailand b

L. platensis | SP-2 (D0O885) A. platensis Lake Chad, Chad b,cd
L. maxima | Sp-2 (DQ279768) e
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Specie Strain Initial name Origin Reference !
L. platensis | Sp-3 e
L. platensis | Sp-4 e
L. maxima | SP-4 (D0997) A. platensis c
L. platensis |SP-7 Arthrospira sp. Lake Texcoco, Mexico b,c,d, e
L. maxima SP-8 Arthrospira sp. Lake Simbi, Kenya c,d
L. maxima Titicaca Arthrospira 'Titicaca' | Lake Titicaca, Peru b, c, d
L. maxima | TJSD091 Arthrospira sp. Bohai, Chima a, e
L. maxima TJSD092 Arthrospira sp. Tianjin, China a, e
L. maxima | Twintaung IA Arthrospira sp. Twin Taung, Myanmar e
L. maxima Twintaung IB Arthrospira sp. Twin Taung, Myanmar e
L. platensis | UTEX 1926 A. platensis Saline marsh, CA, USA b,c,d
L. platensis | UTEX 1928 A. platensis Saline marsh, CA, USA b,c,d
L. maxima UTEX 2720 A. maxima Lake Chitu, Ethiopia a
L. maxima | UTEX LB 2342 S. maxima Natron Lake, Chad e
L. maxima | Yekha IB Arthrospira sp. e
L. platensis |YZ A. platensis a, e
1. References mentioning strain: (a) this study, (b) [S1], (c) [S2], (d) [S3], (e) [S4], () [S5]. Reference
strains in bold.
References
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doi:10.1046/j.1529-8817.2002.01010.x.
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Table S1: Genome used in this study

Name Size (Mb) Level Accession

Phormidium tenue NIES-30 5.822 Scaffold GCA_001904775.1
Phormidium yuhuli AB48 4.799 Complete |GCA_023983615.1
Phormidium ambiguum IAM M-71 7.411 Scaffold GCA_001904725.1
Phormidium pseudopriestleyi FRX01 5.966 Contig GCA _017313335.1
Phormidium tenue FACHB-1052 5.821 Contig GCA_014696675.1
Phormidium sp. FACHB-592 7.082 Contig GCA_014695795.1
Phormidium sp. FACHB-77 5.938 Contig GCA 014695595.1
Phormidium sp. FACHB-322 5.721 Contig GCA_014695965.1
Phormidium sp. CCY1219 7.536 Contig GCA 035615515.1
Phormidium sp. PBR-2020 5.000 Complete |GCA_020386575.1
Phormidium tanganyikae FI6-MK23 5.741 Contig GCA_019359175.1
Phormidium lacuna HE10JO 4.819 Scaffold GCA 900149785.2
Phormidium willei BDU 130791 4.601 Contig GCA_001637315.1
Phormidium sp. LEGE 05292 7.499 Contig GCA 015207735.1
Sodalinema gerasimenkoae IPPAS B-353 | 4.866 Scaffold GCA_009846485.1
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Table S2: Heterotrophic bacteria OTUs, number of read per sample and taxonomic assignment.

~ — o ™M < © X . .
oTuU @ 8 8 8 8 8 8 Phylum Class Order Family Best hit taxa pid
Otu2 2 3 2 0 0 |7905| 0O |Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Planktosalinus lacus 96.21%
Otu3 0 0 [4270| 8 0 145 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Paracoccus ferrooxidans 97.76%
Otu4 0 0 0 0 0 [3776| 0 |Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Lysobacterales Rhodanobacteraceae Pseudofulvimonas gallinarii 97.19%
Otu5 0 919 [ 4313 | 134 | 77 0 | 2342 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter mucosus 90.76%
Otu7 2784| 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Ehrlichiaceae Lyticum flagellatum 90.30%
Otu8 0 0 55 [2204| O 3 4 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Geminicoccaceae Arboricoccus pini 93.28%
Otu9 0 0 [2236] 392 | 129 0 59 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Wenzhouxiangellaceae Wenzhouxiangella marina 99.07%
Otul0 | 129 | 31 [1450| 140 | 266 | 2318 | 88 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales llumatobacteraceae llumatobacter fluminis 95.78%
Otull 0 0 944 0 3 [2102| 129 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Glycocaulis abyssi 100%
Otul2 0 0 [2447| O 0 18 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Halomonadaceae Billgrantia kenyensis 99.53%
Otuld |1736| O 0 0 0 0 0 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Lacipirellulaceae Adhaeretor mobilis 88.94%
Otul4g 2 70 | 254 |1671| 21 | 135 | 52 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Rhodobaca sp. 99.25%
Otul5 [1384| O 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium luticocti 99.76%
Otulé 0 0 [1112] 9 0 5 10 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales Lamiaceae Dermatobacter hominis 97.04%
Otul?7 0 0 0 20 10 |1099| 2 |Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Parachlamydiaceae Neochlamydia hartmannellae 86.28%
Otuls | 218 | 14 6 5 [1067| 31 48 | Actinomycetota Actinomycetes Micrococcales Microbacteriaceae Rhodoluna sp. 98.53%
Otul9 0 0 0 569 | 29 |1056| O [ Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Psychroflexus salis 95.97%
Otu20 0 0 0 0 3 [1101| O |Pseudomonadota | Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Pseudazoarcus pumilus 97.42%
Otu21 0 5 0 0 912 3 7 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodovibrionaceae Fodinicurvata halophila 93.53%
Otu22 0 0 0 0 897 0 15 | Calditrichota Calditrichia Calditrichales Calditrichaceae Caldithrix palaeochoryensis 81.54%
Otu23 55 26 | 168 | 107 4 11067 | 127 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Paracoccus (Micrococcus) sp. 99.00%
Otu24 0 0 839 3 0 2 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 81.55%
Otu25 0 0 16 0 0 0 666 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Poriferisphaera corsica 84.96%
Otu27 0 28 | 739 | 222 6 73 | 108 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Salinarimonadaceae Saliniramus fredricksonii 99.75%
Otu28 0 21 | 686 | 147 | 656 0 64 | Actinomycetota Nitriliruptoria Egicoccales Egicoccaceae Egicoccus halophilus 95.33%
Otu29 | 584 | O 0 0 0 0 0 | Verrucomicrobiota | Terrimicrobiia Terrimicrobiales Chthoniobacteraceae Chthoniobacter flavus 89.12%
Otu30 0 5 0 0 0 557 8 | Planctomycetota Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Rubinisphaera brasiliensis 76.72%
Otu3l 0 0 0 0 14 | 541 0 [ Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Saccharospirillaceae Saccharospirillum alexandrii 97.19%
Otu32 0 0 30 | 538 0 0 0 [ Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 85.86%
Otu33 0 0 539 | 13 0 3 0 | Actinomycetota Actinomycetes Kitasatosporales Streptomycetaceae Streptomyces lavendulae 84.03%
Otu34 | 460 0 0 0 0 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 87.75%
Otu35 0 2 | 653 2 0 4 29 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Spiribacter aquaticus 89.23%
Otu36 22 451 O 60 0 13 18 | Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Parachlamydiaceae Parachlamydia acanthamoebae 85.31%
Otu37 0 0 0 447 0 0 17 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Flavilitoribacter nigricans 89.29%
Otu38 0 0 0 0 0 407 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Azospirillum griseum 86.67%
Candidatus
Otu39 0 0 284 | 114 0 2 386 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 88.09%
Otu40 0 0 364 3 0 2 17 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Devosiaceae Pelagibacterium limicola 98.51%
Otu4l 0 110 O 0 0 0 363 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Phaeodactylibacter luteus 88.33%
Otu42 0 0 | 364 | 99 0 0 37 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Alkalispirochaeta cellulosivorans 90.40%
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Otu43 0 0 361 4 0 0 7 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 88.78%
Otu44 0 0 395 | 12 0 0 18 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae QOceanidesulfovibrio marinus 83.76%
Otu45 5 0 346 0 2 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Algisphaera agarilytica 82.63%
Otu46 | 325 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Roseobacteraceae Marivita lacus 100.00%
Otu47 0 3 0 0 0 0 295 | Verrucomicrobiota | Terrimicrobiia Terrimicrobiales Terrimicrobiaceae Terrimicrobium sacchariphilum 90.12%
Thioalkalivibrio
Otu49 0 0 284 6 0 37 35 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae thiocyanodenitrificans 91.57%
Otu50 0 0 0 0 0 272 0 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Blastopirellula retiformator 91.42%
Otu51 0 13 | 2453 | 928 | 209 | 14 | 926 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Rhodobaculum claviforme 98.26%
Otu52 0 0 69 | 256 0 35 18 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Bradymonadales Bradymonadaceae Persicimonas caeni 87.35%
Otu53 0 0 31 33 8 250 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Brumimicrobium aurantiacum 92.42%
Otu54 0 38 33 [ 239 | 21 19 33 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Coraliomargarita sp. 94.98%
Otus5 | 212 | O 8 69 0 10 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Wandonia haliotis 93.14%
Otu56 0 12 0 0 0 0 197 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Ehrlichiaceae Ehrlichia ruminantium 81.39%
Candidatus
Otu57 0 52 0 0 196 0 14 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 93.09%
Otu58 | 193 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Actinomycetes Acidothermales Acidothermaceae Acidothermus cellulolyticus 94.35%
Candidatus
Otu59 0 0 0 0 0 187 9 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 89.33%
Otu60 0 0 0 85 | 187 0 58 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter barkolensis 95.50%
Otu6l 0 0 0 0 0 185 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Lunatimonas salinarum 97.85%
Otu62 | 182 0 0 0 0 17 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae Hyphomonas polymorpha 99.75%
Otu63 0 0 0 0 0 191 0 [ Verrucomicrobiota | Verrucomicrobiia Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Roseibacillus ponti 87.21%
Otu64 0 0 0 3 0 0 180 | Chloroflexota Anaerolineae not assigned not assigned Thermomarinilinea lacunifontana 87.00%
Otu66 0 0 177 5 0 0 8 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter mucosus 87.03%
Otu67 0 0 40 | 176 0 13 18 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Crateriforma conspicua 95.52%
Otu68 4 0 0 55 15 | 175 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Azoarcus taiwanensis 100.00%
Otu69 0 0 | 247 | 20 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum thioautotrophicum | 84.58%
Otu70 0 0 | 169 | 28 10 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Roseobacteraceae Rhodovulum salis 97.26%
Otu71 0 0 0 0 0 0 154 | Planctomycetota Planctomycetia Gemmatales Gemmataceae Fimbriiglobus ruber 91.95%
Otu72 0 0 265 | 20 0 0 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Egibacterales Egibacteraceae Egibacter rhizosphaerae 92.14%
Otu73 | 152 | O 0 0 0 83 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Wandonia haliotis 95.02%
Candidatus
Otu74 0 0 165 | 18 0 2 32 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 90.82%
Otu75 0 0 0 47 0 148 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Rhabdothermincola sediminis 96.03%
Otu76 0 19 0 0 0 148 | 24 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Spirillales Nitrosomonadaceae Nitrosomonas halophila 99.06%
Otu77 0 0 0 146 | 26 24 0 [ Verrucomicrobiota | Verrucomicrobiia Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Brevifollis gellanilyticus 87.94%
Otu78 5 0 3 11 0 146 7 | Acidobacteriota Terriglobia Bryobacterales Bryobacteraceae Paludibaculum fermentans 92.54%
Otu79 0 0 0 0 0 144 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae Owenweeksia hongkongensis 90.52%
Croceimicrobium
Otu80 0 5 152 | 94 21 0 12 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae hydrocarbonivorans 88.39%
Otu81 4 13 0 137 0 102 | 10 | Planctomycetota Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Rubinisphaera brasiliensis 97.30%
Otu82 | 139 0 0 0 0 0 0 | Chloroflexota Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae Litorilinea aerophila 86.60%
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Otu83 0 0 135 0 0 5 2 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Lysobacterales Lysobacteraceae Arenimonas aquatic 83.68%
Otug4 0 0 0 0 3 135 0 [ Bacillota Clostridia Eubacteriales Vallitaleaceae Petrocella atlantisensis 81.80%
Otu85 0 0 0 23 0 133 7 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Lysobacterales Rhodanobacteraceae Dokdonella ginsengisoli 82.90%
Otu86 0 0 0 9 0 5 131 | Kiritimatiellota Tichowtungiia Tichowtungiales Tichowtungiaceae Tichowtungia aerotolerans 86.42%
Otu87 0 0 0 0 0 169 7 | Spirochaetota Spirochaetia Leptospirales Leptospiraceae Leptospira idonii 91.73%
Otu88 0 0 120 0 0 0 35 | Verrucomicrobiota | Opitutia Opitutales Opitutaceae Alterococcus agarolyticus 90.52%
Otu89 0 0 0 0 0 0 117 | Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Simkaniaceae Simkania negevensis 99.77%
Otu90 0 0 0 0 0 114 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum thioautotrophicum | 83.02%
Otu9l 0 59 13 18 | 111 | 17 14 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Oceanipulchritudo coccoides 93.78%
Otu92 | 153 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Actinomycetes Micrococcales Intrasporangiaceae Nostocoides vanveenii 92.91%
Otu93 0 0 0 9 8 283 4 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | not assigned not assigned Alkalimonas collagenimarina 99.53%
Otu94 0 0 0 106 3 0 0 | Pseudomonadota | Oligoflexia Bacteriovoracales Halobacteriovoracaceae Halobacteriovorax marinus 94.16%
Otud5 | 105 | 13 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Lunatibacter salilacus 97.61%
Otu96 0 0 0 0 102 | 42 27 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sneathiellales Sneathiellaceae Marinibaculum pumilum 98.51%
Otu97 0 0 0 0 0 102 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Rhabdothermincola sediminis 94.79%
Otu9sg 0 0 0 0 0 93 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Nitrobacteraceae Nitrobacter alkalicus 100.00%
Otu99 99 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Devosiaceae Pelagibacterium halotolerans 98.26%
Otulo0| O 0 137 | 24 0 14 5 | Bacillota Bacilli Caryophanales Paenibacillaceae Ammoniphilus oxalaticus 83.89%
Otul0l| 16 2 0 0 87 0 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Nitriliruptorales Nitriliruptoraceae Nitriliruptor alkaliphilus 95.58%
Otul02| O 0 85 24 0 0 0 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter barkolensis 90.76%
Otulo3| O 0 156 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae Rickettsia rickettsii 90.55%
Otulo4| O 0 0 58 6 88 66 | Chloroflexota Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae Litorilinea aerophila 92.56%
Otulo5| O 0 0 0 0 83 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Alcanivoracaceae Alloalcanivorax dieselolei 97.19%
Otulo6| O 0 87 0 4 16 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Hymenobacteraceae Adhaeribacter aerophilus 92.62%
Otulo7 | 81 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Lewinella cohaerens 88.33%
Otul08| O 0 50 80 36 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Alkalicaulis satelles 99.75%
Otul09| 2 0 76 81 0 0 14 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Rubribacterium polymorphum 99.75%
Otulli0| O 0 0 0 0 78 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae Aliidongia dinghuensis 87.06%
Otulil| 77 0 0 0 5 0 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Jezberella montanilacus 97.89%
Otull2| 78 0 0 0 0 0 0 [ Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Roseimaritima multifibrata 92.22%
Otull3| 6 0 0 0 0 73 0 [ Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Roseimaritima multifibrata 97.88%
Otuli4| O 0 76 0 0 0 0 | Bacillota Bacilli Caryophanales Bacillaceae Geobacillus kaustophilus 91.61%
Otull5| O 0 0 13 0 0 70 | Bacillota Clostridia Thermoanaerobacterales | Thermodesulfobiaceae Thermodesulfobium acidiphilum 78.27%
Otull6| O 0 0 0 0 70 0 [ Thermomicrobiota | Thermomicrobia Sphaerobacterales Sphaerobacteraceae Sphaerobacter thermophilus 87.84%
Otull7| O 0 28 0 3 69 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Roseobacteraceae Ruegeria pomeroyi 98.01%
Otuli8| O 0 0 15 4 2 68 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Holosporales Caedimonadaceae Caedimonas varicaedens 88.06%
Otull9| O 0 66 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Balneatricaceae Pokkaliibacter plantistimulans 94.38%
Otul20| O 3 66 4 24 66 53 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio sulfidiphilus 93.68%
Otul21| O 0 68 61 0 0 24 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Alkalispirochaeta americana 88.52%
Otul22| O 3 0 0 66 57 43 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Inquilinus limosus 93.53%
Otul23| 65 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Azospirillum brasilense 85.57%
Otul24| O 0 0 0 63 0 55 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Roseivirgaceae Roseivirga marina 90.24%
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Otul25| 0 0 63 0 0 0 45 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Actinomarinicola tropica 96.76%
Otul26| O 8 11 20 62 0 0 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta lutea 97.16%
Otul27| 0 0 0 13 61 0 9 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobacteraceae Desulfatibacillum alkenivorans 83.68%
Otul28| O 0 0 0 0 59 0 | Acidobacteriota Vicinamibacteria Vicinamibacterales Vicinamibacteraceae Luteitalea pratensis 81.06%
Otul29 | 59 0 0 0 0 0 0 | Acidobacteriota Blastocatellia Blastocatellales Blastocatellaceae Aridibacter kavangonensis 86.57%
Otul30| O 15 0 0 57 3 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Spirillales Methylophilaceae Pseudomethylobacillus aquaticus 94.61%
Otul3l| O 0 0 2 0 0 56 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Beggiatoales Piscirickettsiaceae Methylophaga lonarensis 99.06%
Otul32| O 0 59 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Methylonatrum kenyense 99.77%
Otul33| O 0 0 0 4 0 55 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Brumimicrobium aurantiacum 94.55%
Otul34| 68 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Paucihalobacter ruber 99.76%
Otul35| 0 0 19 23 0 54 7 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Lacipirellulaceae Adhaeretor mobilis 89.86%
Otul36| 4 0 0 0 0 53 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium nitrativorans 99.75%
Otul37| O 3 7 5 0 0 51 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Nitrospirillum amazonense 92.29%
Otul38| O 0 0 2 0 20 50 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio denitrificans 82.67%
Otul39| O 7 0 0 0 49 8 | Verrucomicrobiota | not assigned Limisphaerales Fontisphaeraceae Fontisphaera persica 87.06%

Croceimicrobium
Otul40| 2 0 0 0 49 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae hydrocarbonivorans 88.86%
Otul4l| O 0 0 21 0 0 48 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Pleomorphovibrio marinus 98.57%
Otul42| O 0 0 48 0 0 0 | Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Simkaniaceae Simkania negevensis 92.04%
Otul43| O 0 30 0 0 0 48 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Tepidamorphaceae Butyratibacter algicola 97.76%
Otul44| O 29 19 11 32 0 60 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter barkolensis 87.20%
Otul45| O 0 0 0 0 46 5 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio sulfidiphilus 98.59%
Otuld6| O 0 11 0 0 0 45 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Thermoguttaceae Thermostilla marina 90.97%
Otul47| 49 | 45 0 0 5 3 0 | Verrucomicrobiota | Terrimicrobiia Terrimicrobiales Terrimicrobiaceae Terrimicrobium sacchariphilum 91.77%
Otul48| O 0 0 0 0 43 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina halalkaliphila 96.25%
Otul49| O 0 70 22 13 18 8 [ Deinococcota Deinococci Trueperales Trueperaceae Truepera radiovictrix 88.19%
Otul50 | 42 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Phaeodactylibacter luteus 87.86%
Otul51| O 0 0 0 0 42 9 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thiohalospira alkaliphila 75.78%
Otul52| O 0 0 0 0 41 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Pseudothauera nasutitermitis 96.49%
Otul53| 41 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Lewinella cohaerens 88.10%
Otul54 | 38 0 0 0 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Rhodobacter ruber 99.25%
Otulb55| 56 0 0 5 0 0 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Rhabdothermincola salaria 94.29%
Otuls6 | 37 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Hufsiella arboris 89.50%
Otul57| O 0 39 3 0 0 0 | Thermomicrobiota | Thermomicrobia Sphaerobacterales Sphaerobacteraceae Sphaerobacter thermophilus 89.08%
Otul58| O 0 34 0 0 0 4 | Bacteroidota Chitinophagia Chitinophagales Chitinophagaceae Paracnuella aguatica 89.05%
Candidatus

Otul59 | 37 0 0 0 0 0 0 | Chioroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 87.34%
Otul60| O 0 0 0 5 12 36 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum parangueonense | 86.68%
Otulel| O 0 0 33 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Bradymonadales Bradymonadaceae Lujinxingia sediminis 85.99%
Otule2 | 33 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Thalassobaculaceae Oceanibaculum nanhaiense 100.00%
Otule3| O 0 0 0 0 53 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Legionellales Legionellaceae Legionella quateirensis 97.66%
Otule4| O 0 32 0 0 31 0 | Deinococcota Deinococci Trueperales Trueperaceae Truepera radiovictrix 89.92%
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Otule5| O 0 0 13 0 32 2 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Rhizorhabdus argentea 89.80%
Otulé6| O 0 0 0 0 32 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium coralii 94.31%

Candidatus
Otule7 | 32 0 0 0 0 0 0 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 89.83%
Otule8| O 0 30 3 0 32 6 | Actinomycetota Actinomycetes Kineosporiales Kineosporiaceae Angustibacter aerolatus 82.24%
Otule9| O 0 0 0 0 29 0 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Lacipirellulaceae Bythopirellula polymerisocia 96.43%
Otul70| O 0 0 0 0 29 5 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Syntrophorhabdales Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus aromaticivorans | 81.75%
Otl7l| O 0 0 0 29 0 2 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Ruficoccus amylovorans 91.39%
Otul72| O 0 0 29 0 0 0 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta halophila 87.94%
Otul73| O 0 0 0 0 29 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Pseudothauera lacus 97.42%
Otul74| O 0 38 6 2 2 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Opitutales Opitutaceae Oleiharenicola alkalitolerans 89.81%
Otul75| 0 0 36 17 0 0 3 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Algisphaera agarilytica 90.98%
Otul76| O 0 0 28 0 0 0 | Planctomycetota Planctomycetia Isosphaerales Isosphaeraceae Tautonia rosea 97.39%
Otul77| O 0 6 28 0 0 2 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter mucosus 88.86%
Otul78| O 3 0 0 4 27 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudohongiellaceae Pseudohongiella acticola 96.96%
Otul79| 27 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Euzebyales Euzebyaceae Euzebya tangerina 78.66%
Candidatus

Otul80| O 10 0 0 22 0 26 | Chloroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 87.84%
Otul8l| O 0 0 26 0 0 8 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Algisphaera agarilytica 88.37%
Otul82| O 0 0 26 0 0 0 | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinilabiliaceae Saccharicrinis fermentans 87.71%
Otul83| O 0 0 0 0 27 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas montana 87.56%
Otulg84| O 25 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Alcanivoracaceae Isoalcanivorax indicus 99.06%
Otul85| 25 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Shivajiella indica 98.81%
Otul86| O 0 7 0 0 18 25 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Bremerella volcania 96.28%
Otul87| 4 0 0 0 0 25 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Kaistiaceae Bauldia consociata 99.01%
Otul88| O 0 24 0 0 0 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Oceanipulchritudo coccoides 94.26%
Otul89| O 0 0 0 0 24 0 | Pseudomonadota | Epsilonproteobacteria | not assigned Nitratiruptoraceae Nitrosophilus alvini 77.00%
Otul90| 23 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Actinomarinicola tropica 96.26%
Otul91| O 0 11 8 0 3 27 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Cecembia lonarensis 99.76%
Otul92| O 0 0 0 0 23 0 [ Chloroflexota Anaerolineae Aggregatilineales Aggregatilineaceae Aggregatilinea lenta 89.33%
Otul93| O 0 0 15 3 5 22 | Bacillota Bacilli Caryophanales Bacillaceae Alkalicoccus chagannorensis 78.77%
Otul94| 21 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus formosus 99.76%
Otul95| O 0 21 0 0 4 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Egicoccales Egicoccaceae Egicoccus halophilus 95.09%
Otul96| O 0 0 0 0 19 0 | Verrucomicrobiota | Terrimicrobiia Terrimicrobiales Terrimicrobiaceae Terrimicrobium sacchariphilum 91.11%
Otul97| O 0 0 0 0 19 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Pseudorhizobium halotolerans 89.55%
Otul98| O 0 0 19 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Halopseudomonas pertucinogena 88.06%
Otul99| 19 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Spirillales Methylophilaceae Methylophilus luteus 95.55%
Otu200| 32 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Hydrogenophaga aquatica 99.53%
Otu201| O 0 0 0 0 18 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Halieaceae Parahaliea mediterranea 92.77%
Otu202| O 0 0 18 0 0 0 | Kiritimatiellota Tichowtungiia Tichowtungiales Tichowtungiaceae Tichowtungia aerotolerans 85.01%
Otu203| O 0 0 0 18 0 8 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Spongiibacteraceae Spongiibacter marinus 81.22%
Otu204| O 0 0 0 0 17 0 | Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Simkaniaceae Simkania negevensis 93.44%
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Otu205| O 0 0 0 5 17 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum parangueonense | 86.92%
Otu206 | 17 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Wenzhouxiangellaceae Wenzhouxiangella marina 96.96%
Otu207 | 17 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sneathiellales Sneathiellaceae Sneathiella litorea 98.76%
Otu208| O 17 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Mongoliibacter ruber 99.76%
Otu209| O 0 0 16 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Parvicellaceae Parvicella tangerina 85.38%
Otu210| O 0 0 0 0 16 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Alcanivoracaceae Ketobacter alkanivorans 91.65%
Otu211| O 6 0 16 0 0 12 | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinilabiliaceae Geofilum rhodophaeum 87.20%
Otu212| O 0 0 0 16 0 0 | Pseudomonadota | Oligoflexia Bacteriovoracales Halobacteriovoracaceae Halobacteriovorax marinus 93.93%
Otu213| O 4 0 0 15 0 0 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Alkalispirochaeta cellulosivorans 96.45%
Otu214| O 9 0 0 2 15 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Phyllobacteriaceae Mesorhizobium composti 88.56%
Otu215| 0 0 14 0 0 0 0 | Kiritimatiellota Kiritimatiellia Kiritimatiellales Kiritimatiellaceae Kiritimatiella glycovorans 84.87%
Otu216| O 0 0 0 0 0 14 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Mariniblastus fucicola 93.55%
Otu217 | 14 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Flavilitoribacter nigricans 87.86%
Otu218| 14 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Actinomycetes Kineosporiales Kineosporiaceae Kineococcus rubinsiae 90.66%
Otu219| 14 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Salinarimonadaceae Salinarimonas ramus 99.25%
Otu220| O 0 0 14 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum lacustre 99.53%
Otu221| O 0 0 14 2 0 0 | Bacillota Thermolithobacteria Thermolithobacterales Thermolithobacteraceae | Thermolithobacter ferrireducens 80.67%
Otu222| 0 0 0 13 13 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 78.70%
Otu223| 0 0 0 13 0 8 3 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Ruficoccus amylovorans 89.98%
Otu224| O 0 13 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfonatronaceae Desulfonatronum lacustre 83.88%
Otu225| 13 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Legionellales Legionellaceae Legionella septentrionalis 87.65%
Otu226| O 0 0 0 0 13 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Chromatiaceae Alishewanella solinquinati 97.66%
Otu227| 16 0 0 0 0 13 6 | Kiritimatiellota Tichowtungiia Tichowtungiales Tichowtungiaceae Tichowtungia aerotolerans 99.25%
Otu228| O 0 0 0 0 8 13 | Chloroflexota Tepidiformia Tepidiformales Tepidiformaceae Tepidiforma bonchosmolovskayae | 90.73%
Otu229 | 16 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Cryomorphaceae Vicingus serpentipes 88.39%
Otu230| O 0 0 12 0 0 0 | Bacillota Clostridia Thermoanaerobacterales | Thermodesulfobiaceae Thermodesulfobium narugense 78.77%
Otu231| O 0 3 12 0 3 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Stellaceae Constrictibacter antarcticus 91.29%
Otu232| 0 0 12 0 0 5 0 | Bacillota Bacilli Caryophanales Paenibacillaceae Paenibacillus pinihumi 91.31%
Otu233| 12 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Szabonella alba 99.75%
Otu234| 0 0 0 2 0 12 0 | Verrucomicrobiota | Terrimicrobiia Terrimicrobiales Terrimicrobiaceae Terrimicrobium sacchariphilum 89.63%
Otu235| 0 4 0 0 0 12 2 | Chloroflexota Tepidiformia Tepidiformales Tepidiformaceae Tepidiforma bonchosmolovskayae | 84.96%
Otu236| O 0 0 0 11 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Lacibacterium aquatile 89.83%
Otu237| O 0 0 0 0 11 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae Pararhodospirillum photometricum 90.55%
Otu238| 0 18 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Cryomorphaceae Vicingus serpentipes 88.63%
Otu239| 0 0 0 3 0 2 11 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Ehrlichiaceae Lyticum flagellatum 89.33%
Otu240| O 0 0 0 0 11 8 | Verrucomicrobiota | Verrucomicrobiia Verrucomicrobiales Rubritaleaceae Rubritalea sabuli 88.55%
Otu241 | 11 0 0 0 0 0 0 [ Chloroflexota Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae Litorilinea aerophila 76.60%
Otu242 | 11 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae Erythrobacter mangrovi 91.04%
Otu243| O 0 0 0 0 11 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio sulfidiphilus 91.61%
Otu244| O 0 11 0 0 0 0 | Thermomicrobiota | Thermomicrobia Sphaerobacterales Sphaerobacteraceae Sphaerobacter thermophilus 91.32%
Otu245| O 0 11 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Chromatiaceae Halochromatium glycolicum 92.74%
Otu246| O 0 0 0 0 10 0 | Planctomycetota Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Thalassoglobus neptunius 96.33%
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Otu247 | 10 0 0 0 0 0 0 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Alkalispirochaeta cellulosivorans 97.66%
Otu248| O 0 0 10 0 0 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae QOceanipulchritudo coccoides 90.21%
Otu249| O 0 0 10 0 0 3 | Pseudomonadota | Epsilonproteobacteria | Campylobacterales Campylobacteraceae Campylobacter blaseri 75.99%
Otu250 | 10 0 0 0 0 0 0 | Chlamydiota Chlamydiia Chlamydiales Parachlamydiaceae Parachlamydia acanthamoebae 88.76%
Otu251| 10 0 0 0 0 0 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Coraliomargarita sinensis 96.68%
Otu252| 0 0 10 0 0 0 0 | Bacillota Bacilli Caryophanales Paenibacillaceae Paenibacillus albilobatus 94.34%
Otu253| 0 0 10 6 0 0 3 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Actinomarinicola tropica 93.27%
Otu255| 0 0 0 0 0 0 9 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Phycisphaera mikurensis 84.04%
Otu256 | O 0 0 0 0 9 2 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Lacibacterium aquatile 93.28%
Otu257| 0 0 0 0 0 0 9 [ Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Natronocella acetinitrilica 93.22%
Otu258| 0 0 0 0 0 0 9 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 87.75%
Otu259| 0 0 9 0 0 0 0 | Bacillota Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Alkalibacterium indicireducens 99.06%
Otu260| O 0 9 0 0 0 0 | Verrucomicrobiota | not assigned not assigned not assigned Fucophilus fucoidanolyticus 90.91%
Otu26l| O 0 15 2 3 0 5 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Weeksellaceae Chryseobacterium daeguense 88.86%
Otu262| 0 9 0 0 5 7 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Opitutales Opitutaceae Geminisphaera colitermitum 92.40%
Otu263| O 0 0 9 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Ehrlichiaceae Ehrlichia ruminantium 76.87%
Otu264| O 0 0 9 0 0 0 | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Lentimicrobiaceae Lentimicrobium saccharophilum 86.90%
Otu265| 0 0 0 0 0 0 8 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Wenzhouxiangellaceae Wenzhouxiangella marina 95.33%
Otu266 | 8 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae Rickettsia sibirica 94.03%
Otu267| 8 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Lentimicrobiaceae Lentimicrobium saccharophilum 90.76%
Otu268| O 0 0 8 0 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Phycisphaera mikurensis 90.05%
Otu269| 0 0 0 8 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Brumimicrobium mesophilum 93.36%
Otu270| 8 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Hyphomicrobiaceae Filomicrobium fusiforme 98.26%
Otu271| O 0 0 0 0 8 0 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Ruficoccus amylovorans 93.03%
Otu272| 0 0 0 0 3 8 0 | Actinomycetota Thermoleophilia Miltoncostaeales Miltoncostaeaceae Miltoncostaea oceani 97.89%
Otu273| 2 0 0 5 8 0 6 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta lutea 90.54%
Otu274| 0 0 0 0 0 0 8 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfuromonadales Geobacteraceae Geobacter sulfurreducens 90.42%
Otu275| 8 0 0 0 0 4 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Roseobacteraceae Nioella nitratireducens 99.50%
Otu276 | O 0 0 0 0 7 0 | Acidobacteriota Terriglobia Bryobacterales Bryobacteraceae Paludibaculum fermentans 85.82%
Otu277| 0 7 0 0 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae Erythrobacter neustonensis 99.75%
Otu278| 0 0 7 0 0 10 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Euzebyales Euzebyaceae Euzebya tangerina 95.80%
Otu279| 2 0 0 0 0 7 0 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter halophilus 86.73%

Candidatus

Otu280| O 0 0 0 0 7 0 | Chioroflexota Thermofontia Phototrophicales Phototrophicaceae Phototrophicus methaneseepsis 89.33%
Otu281| O 0 0 0 0 7 0 [ Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 87.47%
Otu282| O 0 38 8 0 80 | 265 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Phyllobacteriaceae Chelativorans multitrophicus 98.76%
Otu283| 0 0 0 0 0 7 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Actinomarinicola tropica 95.51%
Otu284| O 0 0 0 0 7 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Emcibacterales Emcibacteraceae Emcibacter nanhaiensis 94.28%
Otu285| O 0 0 0 0 2 7 | Bacillota Bacilli Caryophanales Thermoactinomycetaceae | Melghirimyces profundicolus 81.13%
Otu286| O 0 0 7 0 0 0 Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Labilibaculum antarcticum 86.49%
Otu287| O 0 0 0 0 0 12 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Bradymonadales Microvenatoraceae Microvenator marinus 87.16%
Otu288| O 0 7 0 0 0 0 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter barkolensis 88.15%
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Otu289| O 0 0 7 0 0 0 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter halophilus 96.45%
Otu290| 7 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prolixibacteraceae Mariniphaga anaerophila 96.92%
Otu291| 7 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Natronospirillaceae Salinispirillum marinum 90.63%
Otu292| O 0 0 0 0 0 7 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Sheuella amnicola 96.49%
Otu293| O 0 0 0 0 7 0 | Bacillota Clostridia Eubacteriales Syntrophomonadaceae Caldicellulosiruptor owensensis 78.27%
Otu294| 0 0 3 0 0 0 7 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Phyllobacteriaceae Aquamicrobium soli 90.80%
Otu295| 7 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Epsilonproteobacteria | Campylobacterales Helicobacteraceae Helicobacter mehlei 78.96%
Otu296 | 6 0 0 0 0 0 0 | Gemmatimonadota | Gemmatimonadia Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae Gemmatimonas phototrophica 94.75%
Otu297| 6 0 0 0 0 252 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Paracoccus haematequi 97.01%
Otu298| O 0 0 6 0 0 0 [ Bacillota Clostridia Thermoanaerobacterales | Zhaonellaceae Zhaonella formicivorans 89.44%
Otu299| O 0 4 0 0 0 6 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Phycisphaera mikurensis 86.43%
Otu300| O 0 0 0 0 4 6 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Syntrophorhabdales Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus aromaticivoran 80.95%
Otu30l| O 0 6 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio nitratireducens 97.89%

Thioalkalivibrio

Otu302| O 0 0 6 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae thiocyanodenitrificans 90.87%
Otu303| O 0 0 0 0 6 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae Novosphingobium arabidopsis 99.00%
Otu304| O 0 0 0 5 0 0 | Balneolota Balneolia Balneolales Balneolaceae Rhodohalobacter halophilus 86.02%
Otu305| O 0 0 0 5 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Kiloniellaceae Aestuariispira insulae 92.54%
Otu306 | 2 0 0 4 5 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 82.37%
Otu307| O 0 0 0 5 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Legionellales Legionellaceae Legionella dresdenensis 96.03%
Otu308| O 5 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio giganteus 83.72%
Otu309| 5 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria lodidimonadales lodidimonadaceae Holospora caryophila 87.81%
Otu3l2| 5 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Epsilonproteobacteria | Campylobacterales Helicobacteraceae Sulfurovum lithotrophicum 79.40%
Otu3l3| 5 0 0 0 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae Novispirillum itersonii 95.27%
Otu3l4| O 0 0 0 0 5 0 | Planctomycetota Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Planctomicrobium piriforme 95.84%
Otu3l5| O 0 0 0 0 5 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobulbaceae Desulfogranum aggregans 78.52%
Otu3l6| O 0 7 0 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Geminicoccaceae Arboricoccus pini 91.54%
Otu3l7| O 0 5 0 0 0 3 | Kiritimatiellota Kiritimatiellia Kiritimatiellales Kiritimatiellaceae Kiritimatiella glycovorans 84.00%
Otu318| O 0 5 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Roseomonas chloroacetimidivorans | 97.51%
Otu319| O 0 5 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae Rickettsia montanensis 89.05%
Otu320| O 0 5 0 0 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Phycisphaera mikurensis 86.00%
Otu321| O 0 0 5 0 0 0 | Spirochaetota Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta africana 90.78%
Otu323| O 0 0 0 0 5 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Legionellales Legionellaceae Legionella yabuuchiae 92.74%
Otu324| O 0 0 0 0 0 5 | Chloroflexota Dehalococcoidia Dehalococcoidales Dehalococcoidaceae Dehalogenimonas alkenigignens 88.25%
Otu325| 0 0 0 0 0 0 5 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae Rickettsia japonica 91.54%
Otu326| O 0 6 0 0 0 0 | Actinomycetota Actinomycetes Propionibacteriales Nocardioidaceae Aeromicrobium halocynthiae 99.51%
Otu327| O 0 4 0 0 0 0 [ Armatimonadota Fimbriimonadia Fimbriimonadales Fimbriimonadaceae Fimbriimonas ginsengisoli 83.79%
Otu328| O 0 4 0 0 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Phycisphaera mikurensis 83.46%
Otu329| 4 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Natronocella acetinitrilica 92.76%
Otu330| 4 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfomicrobiaceae Desulfomicrobium baculatum 97.43%
Otu331| 4 0 0 0 0 0 0 [ Bacillota Clostridia Eubacteriales Christensenellaceae Gehongia tenuis 78.10%
Otu332| 4 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Elioraea tepida 99.00%
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Otu333| O 0 4 0 0 0 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Egicoccales Egicoccaceae Egicoccus halophilus 95.58%
Otu334| 0 0 7 0 0 0 0 | Bacillota Bacilli Caryophanales Bacillaceae Priestia koreensis 92.71%
Otu336| 4 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Parapedobacter koreensis 90.48%
Otu337| O 0 0 4 0 0 0 | Pseudomonadota | Oligoflexia Bdellovibrionales Pseudobdellovibrionaceae | Bdellovibrio bacteriovorus 90.57%
Otu338| O 0 0 0 3 4 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Stellaceae Constrictibacter antarcticus 98.76%
Otu339| 4 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Thermoleophilia Miltoncostaeales Miltoncostaeaceae Miltoncostaea marina 93.19%
Otu340| 20 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Nitriliruptoria Nitriliruptorales Nitriliruptoraceae Nitriliruptor alkaliphilus 94.84%
Otu34l| 4 0 0 0 0 0 0 | Chioroflexota Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae Litorilinea aerophila 77.15%
Otu342| 4 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Devosiaceae Devosia marina 99.75%
Otu343| O 0 0 0 0 4 0 | Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae Aquiflexum lacus 96.18%
Otu345| 0 4 0 0 0 0 0 [ Verrucomicrobiota | Verrucomicrobiia Verrucomicrobiales Rubritaleaceae Rubritalea halochordaticola 82.70%
Otu346 | 3 4 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Moraxellaceae Cavicella subterranea 95.80%
Otu347| O 0 4 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodovibrionaceae Fodinicurvata halophila 93.28%
Otu348| O 0 0 0 0 0 3 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae Owenweeksia hongkongensis 90.76%
Otu349| O 0 0 0 0 3 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Halomonadaceae Franzmannia pantelleriensis 99.30%
Otu350| O 0 0 0 0 3 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Govaniaceae Govania unica 93.78%
Otu3s1| O 0 0 0 0 3 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Sphingomonadales Govaniaceae Govania unica 92.79%
Otu3s52| 0 0 0 9 0 3 0 | Kiritimatiellota Tichowtungiia Tichowtungiales Tichowtungiaceae Tichowtungia aerotolerans 85.28%
Otu3s3| 0 0 2 0 0 3 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales Azospirillaceae Inquilinus ginsengisoli 97.01%
Otu3s4| O 0 0 0 0 3 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Spongiibacteraceae Spongiibacter marinus 81.69%
Otu3s6 | 3 0 0 0 0 0 0 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Aureliella helgolandensis 91.98%
Otu3s57| 3 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae Owenweeksia hongkongensis 93.13%
Otu3s58| 3 0 0 0 0 0 0 | Planctomycetota Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Thalassoglobus neptunius 97.80%
Otu359 | 3 0 0 0 0 0 0 | Planctomycetota Planctomycetia Pirellulales Lacipirellulaceae Pirellulimonas nuda 88.08%
Otu360| O 0 3 3 0 0 0 | Planctomycetota Phycisphaerae Phycisphaerales Phycisphaeraceae Mucisphaera calidilacus 83.00%
Otu36l| 3 0 0 0 0 0 0 [ Aqguificota Aquificia Aguificales Hydrogenothermaceae Sulfurihydrogenibium rodmanii 76.62%
Otu363| 3 0 0 0 0 0 0 | Actinomycetota Thermoleophilia Miltoncostaeales Miltoncostaeaceae Miltoncostaea oceani 90.14%
Otu3e4 | 3 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Rubrivivax rivuli 98.36%
Otu3e6 | 3 0 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Roseobacteraceae Roseibacterium elongatum 97.76%
Otu367| 3 0 0 0 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Boseaceae Bosea psychrotolerans 89.85%
Otu368| 3 0 0 0 0 0 0 | Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Schleiferiaceae Owenweeksia hongkongensis 88.63%
Otu369| O 0 0 0 3 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina maris 99.77%
Otu370| O 2 0 2 3 0 0 | Bacillota Bacilli Caryophanales Bacillaceae Alkalicoccus luteus 99.30%
Otu371| O 5 0 0 0 0 0 | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina sanyensis 99.77%
Otu372| 0 0 0 3 0 0 0 [ Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rickettsiales Ehrlichiaceae Anaplasma phagocytophilum 90.80%
Otu373| O 0 0 3 0 0 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccaceae Rhodobacter ruber 96.52%
Otu374| O 0 15 3 0 4 0 | Actinomycetota Acidimicrobiia Acidimicrobiales lamiaceae Actinomarinicola tropica 98.75%
Otu3s88| O 0 0 0 2 2 0 | Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Parvibaculaceae Parvibaculum lavamentivorans 98.51%
Otu390| O 0 0 0 0 2 2 | Verrucomicrobiota | Opitutia Puniceicoccales Puniceicoccaceae Ruficoccus amylovorans 88.81%
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Table S3: Heterotrophic bacteria MAGs (with completion >90% and contamination <5%) and their taxonomic assignment.

Potential
Sample MAG Comple- (;ontg- coverage | Phylum Class Order Family Genus - Species new
teness | mination species
(TYGS)
CS3 IND-MAG24 96.58 2.56 8 Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales llumatobacteraceae X new
Cs4 ETH-MAG38 | 96.58 0.00 8 Actinobacteria Nitriliruptoria X X X new
Cs4 ETH-MAG11 98.29 0.85 50 Actinobacteria X X X X new
CS4 ETH-MAG36 95.78 3.28 11 Actinomycetota Actinomycetes Micrococcales Demequinaceae Demequina phytophila
CS1 PAR-MAG10 94.44 2.78 63 Armatimonadetes Fimbriimonadia Fimbriimonadales Fimbriimonadaceae X new
Cs4 ETH-MAG28 99.7 1.74 17 Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales X X new
Cs4 ETH-MAGO08 97.54 0.82 111 Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae g:;??ﬁggﬁim'a
CS3 IND-MAG25 93.49 0.00 7 Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Gelidibacter sp. new
Cs4 ETH-MAGO03 | 95.67 0.5 281 Bacteroidota Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium frigoris
CS3 IND-MAGO06 96.72 1.37 46 Balneolaeota Balneolia Balneolales Cyclonatronaceae new
CS1 PAR-MAG14 | 96.45 0.82 30 Balneolaeota Balneolia Balneolales Natronogracilivirgulaceae | Chitinophaga silvatica
CS1 PAR-MAGO05 96.72 1.37 231 Balneolaeota Balneolia Balneolales Natronogracilivirgulaceae new
Cs4 ETH-MAG19 | 98.88 2.81 34 Candidatus Sumerlaeota | Candidatus Sumerlaeia X X X new
CS1 PAR-MAG17 | 98.18 0.00 21 Chloroflexi X X X X new
Cs4 ETH-MAG26 | 92.37 0.85 18 Deinococcus-Thermus Deinococci Trueperales Trueperaceae X new
CS3 IND-MAG17 97.8 3.3 13 Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales X X new
CS1 PAR-MAG16 97.47 0.03 26 Kiritimatiellaeota X X X X new
Cs4 ETH-MAG10 | 97.73 0.57 55 Planctomycetes Planctomycetia Phycisphaerales X X new
Cs4 ETH-MAG29 | 95.45 2.27 15 Planctomycetes Planctomycetia Phycisphaerales X X new
ES1 CAM-MAGO03 | 99.43 1.38 143 Proteobacteria Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Alkalicaulis sp. new
CS3 IND-MAGO05 94.4 0.49 76 Proteobacteria Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Alkalicaulis sp. new
CS1 PAR-MAGO04 | 96.51 0.65 257 Proteobacteria Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Alkalicaulis sp. new
ES1 | CAM-MAGO05 | 99.19 0.32 52 Proteobacteria Alphaproteobacteria Maricaulales Maricaulaceae Glycocaulis sp. new
CS3 IND-MAG18 96.62 0.86 13 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Alkalilacustris sp. new
CS4 ETH-MAG06 93.99 4.03 132 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Azohydromonas sediminis
CSs4 ETH-MAG20 | 97.87 1.21 30 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Natronohydrobacter sp. new
ES1 | CAM-MAG10 | 95.39 0.77 10 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobaca sp. new
CS3 IND-MAG19 90.14 1.1 13 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobaca sp. new
CS1 PAR-MAG11 96.15 1.16 63 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobaca sp. new
ES1 | CAM-MAGO06 95.2 1.66 46 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
Cs4 ETH-MAG12 | 93.13 0.8 49 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
CS4 ETH-MAG16 99.08 1.52 38 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
CS4 ETH-MAG24 92.2 1.01 19 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
CS4 ETH-MAG35 93.37 3.11 11 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
CS1 PAR-MAG24 | 94.43 1.93 8 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae X new
CS4 ETH-MAG23 99.6 0.00 21 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales X X new
CS4 ETH-MAG34 92.78 1.24 12 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales X X new
CS1 PAR-MAG12 96.99 1.2 35 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales X X new
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Potential

Sample MAG Comple- Conta- coverage | Phylum Class Order Family Genus - Species new
teness | mination species
(TYGS)

Cs4 ETH-MAG33 | 93.53 0.5 14 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae X new
CS1 PAR-MAG15 98.69 0.26 26 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales X X new
CS1 PAR-MAG21 99.05 4.27 13 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae X new
ES1 | CAM-MAGO07 | 99.13 0.65 30 Proteobacteria Alphaproteobacteria X X X new
ES1 | CAM-MAGO09 | 98.13 3.87 11 Proteobacteria Alphaproteobacteria X X X new
CS4 ETH-MAG17 98.25 0.22 35 Proteobacteria Alphaproteobacteria X X X new
CS3 IND-MAG10 97.82 2.18 26 Proteobacteria Alphaproteobacteria X X X new
Cs4 ETH-MAG40 | 93.82 2.27 8 Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina sanyensis
Cs1 PAR-MAGO03 95.4 1.01 314 Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina sanyensis
CsS1 PAR-MAG18 | 93.49 0.51 18 Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Idiomarinaceae Aliidiomarina sp. new
Cs4 ETH-MAG31 | 99.61 2.47 14 Proteobacteria Gammaproteobacteria Beggiatoales Piscirickettsiaceae Methylophaga lonarensis
Cs4 ETH-MAG14 | 97.11 191 39 Proteobacteria Gammaproteobacteria not assigned not assigned Alkalimonas delamerensis
CS1 PAR-MAG19 | 98.37 2.53 18 Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Alcanivoracaceae Alcanivorax sp. new
CS1 PAR-MAG20 96.73 2.22 15 Proteobacteria Gammaproteobacteria Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
CS4 ETH-MAG18 95.51 0.74 35 Proteobacteria Gammaproteobacteria X X X new
CS3 IND-MAG20 95.07 1.16 11 Proteobacteria Gammaproteobacteria X X X new
CS3 IND-MAG28 90.27 3.03 6 Proteobacteria X X X X new
CS1 PAR-MAG26 92.29 3.98 6 Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Alkalispirochaeta sp. new
CS4 ETH-MAGO07 98.4 3.47 113 Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae X new
CS3 IND-MAG09 92 2.4 27 Spirochaetes Spirochaetia X X X new
CS3 IND-MAG22 97.04 4.05 9 Spirochaetes Spirochaetia X X X new
CS3 IND-MAG15 98.65 0.68 17 Verrucomicrobia Opitutae Opitutales X X new
ES1 CAM-MAGO08 | 99.32 0.00 18 Verrucomicrobia Opitutae Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
CSs4 ETH-MAGO09 | 98.65 0.68 71 Verrucomicrobia Opitutae Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
Cs4 ETH-MAG30 | 98.65 1.35 14 Verrucomicrobia Opitutae Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
CS1 PAR-MAGO06 99.32 2.03 126 Verrucomicrobia Opitutae Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
CS1 PAR-MAGO08 97.97 0.00 80 Verrucomicrobia Opitutae Puniceicoccales Puniceicoccaceae X new
CSs4 ETH-MAG21 97.96 3.4 30 Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae X new
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Table S4: 16S rRNA gene sequences used in this study

Name Accession number
Ahomia purpurea NP-KLS-5A-PS NR_191022.1
Amazonocrinis thailandica NUACC02 NR_176514.1
Anabaena cylindrica PCC 7122 NR_102457.1
Atlanticothrix silvestris CENA357 NR_172568.1
Baaleninema simplex PCC 7105 NR_172655.1
Ciimarium marinum LEGE 11466 NR_191040.1
Constrictifilum karadense MKW3 NR_172623.1
Cyanobium gracile PCC 6307 NR_102447.1
Cyanocohniella calida CCALA 1049 NR_176491.1
Cyanocohniella crotaloides PJ S45 NR_176548.1
Cyanocohniella rudolphia SY-1-2-Y NR_176566.1
Dendronalium phyllosphericum CENA369 NR_172569.1
Geitlerinema splendidum CCALA 1004 KT315929.1
Haloleptolyngbya alcalis KR2005/106 NR_172566.1
Haloleptolyngbya elongata PMC 893.15 NR_172575.1
Halotia wernerae NR_177845.1
Kryptousia microlepis CENA354 NR_157979.1
Limnospira (Arthrospira) platensis PCC 7345 NR_125711.1
Lyngbya aestuarii PCC 7419 NR_114680.1
Nodosilinea alaskaensis L32 NR_172588.1
Nodosilinea igneolacustris YNP76A-MAS NR_189702.1
Nodosilinea radiophila NR_177718.1
Nodularia spumigena PCC 73104 NR_115707.1
Parasynechococcus marenigrum WH 8102 NR_176791.1
Candidatus Phormidium alkaliphilum PBR-2020 | CP075902.1
Phormidium ambiguum |IAM M-71 AB003167.1
Phormidium corium PMC299.07 GQ859649.1
Phormidium irriguum NR_177720.1
Phormidium lacuna HE10JO KU206388.1
Phormidium lucidum CY-012 KC217548.1
Phormidium pseudopriestleyi FRX01 KT347094.1
Phormidium tenue NIES-30 NZ_MRCG01000040.1
Phormidium tenue Simbu2 JN790960.1
Phormidium yuhuli AB48 CP098611
Prochlorococcus marinus PCC 9511 NR_125480.1
Sodalinema gerasimenkoae IPPAS B-353 NR_172688.1
Sodalinema komarekii PMC 741.11 MF579878.1
Sodalinema komarekii PMC 869.14 NR_172578.1
Sodalinema orleanskyi Ey-1201 NR_172709.1
Sodalinema sp. Z-T0701 MT067574.1
Sodalinema stali CCY_9619 MT067567
Synechococcus rubescens SAG 3.81 NR_125481.1
Vampirovibrio chlorellavorus ICPB 3707 NR_104911.1

168




Table S5: OTU sequences

>0Otul
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGTACTTGAG
GAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCA
AAGACAGTAGCTCAACTACTGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTACGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACC
GGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG

>0tu2
TGAGGAATATTGGACAATGGTGGGAACACTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTTTACGGGAAGAAACATCCGCTCGTGAGCGG
ACTTGACGGTACCGTAGGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGGC
TTCTAAGTCAGTGGTGAAATCCGGCAGCTTAACTGTCGAACTGCCATTGATACTGGGAGTCTTGAATTACTGTGAAGTGGTTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATA
TTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGATCACTAACAGTATATTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu3
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCGGGGAAGATAATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGGAAAGTTGGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTCCAAAACTATCGGTCTGGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu4d
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTATCAGGAAAGAAATTCCATCGGTTAATACCCG
GTGGCGATGACGGTACCTGAGGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG
CGGCCTGTTAAGTCGGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATGGCATCCGATACTGGCGGGCTGGAGTGCGGTAGAGGATGGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCGGGAGGAACATCGGTGGCGAAGGCGGCCATCTGGACCAGCACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu5
TGAGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCCGGATGAAGGTCCTTTGGATTGTAAACGGCTTTTGCCAGGGAAGAAACGGCTGGATTTGTCCGG
TTTTGACGGTACCTGGTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGCAGGCGGG
CTTTTAAGTTTGGGGTGAAATCTTGCCGCTTAACGGTAAAATTGCCCTGGATACTGGAAGTCTTGAGTGTGACAGAGGTTGGCGGAATTCGTAGTGTAGCGGTGAAATGCACAGA
TATTACGAAGAACACCAGTGGCGTAGGCGGCCGACCGGGTCACAACTGACGCTCAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tub
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGGGGGAAGAAGGTTTTTGGATTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACAAAATGACGGTACTTGAG
GAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGCGGCTGTTCAAGTCTGCTGTCA
AAGACCGAGGCTCAACCTCGGGTCGGCAGTGGAAACTGAATAGCTAGAGGTCGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACC
GGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGAACCTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG

>0tu7
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCGACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTACTCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGCTTAGTAAGTTGGAAGTGAA
AGCCCAAGGCTTAACCTTGGAATTGCTTTCAAAACTGCTAGGCTAGAGTGTCAGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCGG
AGGCGAAAGCGGCTATCTGGCTGAATACTGACGCTGTTGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu8
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCGACGCCGCGTGGGTGACGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCCCTTTTCTCGGGGAAGATGATGACGGTACCCGAGGA
ATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCCGAAAAGTCGGATGTGAA
AGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACGGCATTCGAAACTTTTGGGCTCGAGAACGGAAGAGGAGAGTGGAATACCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGTGGAACACCG
GTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCCGGATCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu9
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTTATTAGGAAAGAAACGGCCAGGGTTAATACCC
CTTGGCAATTGACGGTACCTAATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAG
GCGGCTACGTAAGTCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATTCGATACTGTGTGGCTAGAGTTTGGTAGAGGTAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACCAAAACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tul0
TGGGGAATCTTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGAACGAAACTGACGGTACCTGCAGA
AGAAGGTGCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTGACACGTAGGCACCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCGGTAAGTCGGGTGTGAA
AACTCTGGGCTCAACCCAGAGATGCCACCCGATACTGCTGTGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGCGGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGCCGCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0Otull
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATTCCGCGTGGATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAATCCTTTCAGCGGGGAAGATAATGACTGTACCCGCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGCCAGTCAGAGGTGAAA
GCCCAGGGCTCAACCTTGGAATTGCCTTTGATACTGTTGATCTGGAGTCCGGGAGAGGTGTGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGA
GGCGAAGGCGACACACTGGACCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul2
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAAGAAAGCCTTCCGGTTAATACCC
GGGAGGAAGGACATCACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACTGTCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tul3
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCGTAGAGGAGGAAATGCAGGGGGGTTCTCCC
CTTTGTTTGACCTATTCTAGGAGGAAGGACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTCCAAACGTTACTCGGAATTACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCT
GCGCGGAAAGTTGGGTGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAACTGCACTCAAAACTACCGTGCTCGAGGGAGACAGAGGTAAGCGGAACTCAAGGTGGAGCGGTGAAATGC
GTTGATATCTTGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAAGGTAGCAAACG

>0Otuld
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGATCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGATCTTTCGCTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAGTAAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGATTGGAAAGTTGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTCCAAAACTATCAGTCTGGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tul5
TGAGGAATATTGGGCAATGGAGGCAACTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTATACAGGAAGAAACCCTCCCACGTGTGGGA
GCTTGACGGTACTGTAGGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGCC
TTATAAGTCAGTGGTGAAATCTCCTAGCTCAACTAGGAAACTGCCATTGATACTGTAGGGCTTGAATTATTGTGAAGTAACTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATA
TTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAACAATATATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul6
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGTGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGACGAAAATGACGGTACCTGCAG
AAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGATTCATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCAGTAAGTCGGGTGTGA
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AAGCTCCGAGCTCAACTCGGAGAGGCCACTCGATACTGCTGTGACTAGAATCCAGTAGGGGAGCGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
AGCGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCTGGAATTGACGCTGAGGAGCGAAAGTGTGGGTAGCAAACA

>0tul?
TCGAGAATCTTTCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGATGCCGTGTGAGGGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCTGGGAACAAGGAAAGCGTGTGAATAACA
CGCTGGACAGAGCGTACCAGGTAAAGAAGCACCGGCTAACCACGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGTGGGGTGCAAGCATTAATCGGAGTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGATCAGTAAGTGGGATGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCATTCCATACTGCTGGTCTTGAGGGTAGACGGGGAGAATAGAATTCCACATGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATGTGGAAGAATACCGGTGGCGTAGGCGATTCTCTAGTTTATACCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTGGGGGAGCAAACA

>0tul8
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGACGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCT
GCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTG
TGAAAATCCGAGGCTCAACCTCGGACCTGCAGTGGGTACGGGCAAACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC
ACCAATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul9
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGAGAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAAAAGGCTCACGTGTGGGC
TATTGACGGTACTGTATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGGA
GATTAAGTCAGTGGTGAAAGTTTGTGGCTCAACCATAAAATTGCCATTGATACTGGTTTTCTTGAGTTATTGTGAAGTGGTTAGAATGAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TTACTCAGAATACCGATTGCGAAGGCAGATCACTAACAATATACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTAGGTAGCGAACA

>0tu20
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTCGGGAAGAAACGGGGCTCTCTAACATAG
GGTCTTAATGACGGTACCGACACAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTCGCTAAGACAGGTGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCGCTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCGATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu21
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCGCGACGATGATGACGGTAGCGGGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGATGTTCATGTCAGAGGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTTTGAAACGGGACGTCTTGAGTTCGGGAGAGGGTAGCGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTACCTGGCCCGAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu22
TGAGGAATATTGCACAATGGACGCAAGTCTGATGCAGCAACGCCGTGTGCGGGATGACGGGGCTCAGCCTTGTAAACCGCTGTAGCTCGGGAAGAAAAATGCCTTAAGAGGCA
AGGGACTGTACCGAGAAAGTAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGTGCGCAGGCGGGG
TGGTAAGTCAGAGGTGAAATGCCGTCGCTCAACGACGGAACTGCCTTTGATACTGCTACTCTTGAGTGTGAGAGAGGTTGGCGGAATTCCGGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATCCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCAACTGGCTCATAACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu23
TGGGGAATCTTAGACAATGGGCGCAAGCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGATAATGACGGTACCAGCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACTGGAAAGTTGGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTCCAAAACTATCAGTCTGGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu24
CGACGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGTGGGATGAAGCAGCTTCGCTGTGTAAACCACTGTCAGGTCCCAGGAACACTGACCGGGACCAGAG
GAAGGGCCGGCTAAACTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGTGGCCCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGACCTTCAGGCGTCTTGTGAAA
TCCCACGGCTCAACCGTGGAATTGCAGGGCGAACCGGAGGTCTTGAGGCAGGTAGGGGCCGACGGAACTATCGGTGGAACGGTGAAATGTGCAGATATCGATAGGAACGCCAA
TGGCGAAGGCAGTCGGCTGGGCCTGTCCTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu25
CGACGAATATTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCGGCTACGCCGTGTAAACTGCTGTCAGGGTTTAGGAATACTGACCAAACCCAAAG
GAAGGGCCGGCTAATCTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGAGGCCCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAAGCGCAAGTGTCCTGTGAAA
TCCCCCGTCTCAACCGGGGAACTGCGGGGCAAACTGCGTTTCTTGAGGCAAGTAGGGGCTATCGGAACGCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTAGCGGAACGCCAAT
GGAGAAATCAGATAGCTGGGCTTGTCCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu26
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGATCTGACGGTACTTGAGG
AATAAGCCACGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCCCTGTAAGTCTGCTGTCAA
AGCGTGGAGCTTAACTCCATTTCGGCAGTGGAAACTACAGGGCTTGAGTGTGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGACGAAAGCCAGGGGAGCGAAAG

>0tu27
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAA
TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACATTTAAGTCGGGGGTGAAA
GCCCGGGGCTCAACCCCGGAATTGCCTCCGATACTGGATGTCTCGAGACCGGAAGAGGTAAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCGGATCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu28
TGGGGAATCTTGTCCAATGGGCGAAAGCCTGAGACAGCCACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGCCGTGTAAGTCGGAT
GTGAAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCATCCGGTACTGCACGGCTTGAGGAAGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGAGGAA
CACCAGCGGCGAAGGCGGCTCTCTGGGCCTCTCCTGACGCTGAGATGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu29
TCGAGAATTTTTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGTTTTCGGATTGTAAACTCCTGTCATTAGAGAACAAGGCACACGGTTTAACTGGCT
GTGTGTTGATAGTATCTGAAGAGGAAGAGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGATTCATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGTG
GCGATGTAAGTCGGGTGTGAAATCTCCAAGCTTAACTTGGAAACTGCACTCGATACTGCGTTGCTAGAGGACTGTAGAGGGCATTGGAATTCACGGTGTAGCAGTGAAATGCGT
AGATATCGTGAGGAAGACCAGTGGCGAAGGCGAATGCCTGGGCAGTTCCTGACACTGAGGCACGAAGGCCAGGGGAGCAAACG

>0tu30
TCGAGAATCATTGTCAATGCGCGAAAGCGTGAACGTGCGACGCCGCGTGTGGGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACCACTGTCAGGAGCTAACAATAAGCGTGTAACCCACGTG
ATGAGTTAAACTCCAGAGGAAGTGACAGCTAACTACGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGTAGGTCGCGAACGTTATTCGGATTTACTGGGCTTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTC
GTTAGTCGATGTTGAAATCCGACGGCTCACCCGTCGAACTGGCGTCGATACTGCGGAACTAGAGTCATGGAGGGGTGCGTGGAACTTGTGGTGGAGCGGTGAAATGCCCAGATA
TCACAGGGAACACCAGAGGCGAAGGCGACGCACTGGACATGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0Otu31l
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGTGAGGAAGGGGTGTCGGTTAATACCC
GACATCATTGACGTTAGCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGCAAGTTAAGTTGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGGCTAGCTGGAGTACGGCAGAGGACAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGTCTGGGCTGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu32
TAACGAATCTTCGGCAATGCGCGAAAGCGTGACCGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAGGGGCTAGCAACACAATGAGCAACCCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGCCCGAGCGTTAATCAGAATCACTGGGCTTAAAGCGTACGCAGGCGGGCATGCAGGCATCTTGTGAA
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ATCCCTCGGCTCAACCGAGGAACTGCTTGATGAACCGCATGTCTTGAGGCAAGCAGAGGCTGTCGGAACGATAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCTATCGGAACGCCAA
AGGTGAAGACAGGCAGCTGGGCTTGTTCTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu33
TGAGGAATCTTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGACGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTGTCAGTGGGGAAGAAGTTTGACGGTACCCACTG
AGGAAGCTTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGAGCAAGCGTTGCCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGGGGCGTACGTCTGAGAGG
AAATCTCAAGGCTCAACCTTGGGGCTGTCTCAGATACGGCGCTTCTTGAGGGTGTGAGAGGAAAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCACATTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu34
TGAGGAATCTTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGGGCAATGCCGCGTGCAGGATTGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAAGGTCTAGGAACTCAATGACCAGACCTAA
AGGAAGGGCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGCTCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGGGCGTGTAAGCATCTTGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAATTGCTTGGTGAACTGCACGTCTTGAGGCAAGTAGAGGTGGTCGGAACGATAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTATCGGAACGCC
AACGGAGAAGTCAGGCCACTGGGCTTGTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu35
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGGAGTGAAGAAAAGCGTTGGGTGAATAATC
TGACGTCTTGACGTTAGCTCCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAACGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGTGTAGG
CGGTTCGTTAAGTGGGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTCAAACTGGCGGACTTGAGTGCAGTAGAGGGAGGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCTGGAGGAACATCGGTGGCGAAGGCGGCCTCCTGGACTGACACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu36
TGGGGAATCTTTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGAAGCGATGCCGTGTGAGGGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGAACAAGGAAGAAGCGAGAATACC
GCTTTGGACAGAGGGTACCGGGTAAAGAAGCGCCGGCTAACCACGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGTGGGGCGCAAGCATTAATCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGATTTGCAAGTAAGATGTGAAATCCCGGGGCTTAACTCCGGAACGGCATTTTAGACTGCAAGTCTTGAGGGTAGACGGAGAGAACGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATGTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTAGTTTATACCTGACGCTGAGGCACGAAGGCTGGGGGAGCAAACA

>0tu37
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTACGGGTTGTAAACTGCTTTTATAAGGGAAGAAACCCCTCTTTTTAAAGGGG
GCTGACGGTACCTTAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAAT
GATAAGTCAGGAGTGAAAGCTTCCCGCTCAACGGGAGAATTGCTTTTGATACTGTTGTTCTTGAATCAGGATGAGGTTGGCGGAATGTGGCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGCCATGGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTGACTGGACCTGTATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu38
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCAGGGGAAGAATTTAATGACGGTACCCTGA
TAAGAAGTCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAACGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGACCGTAGGTGGTCGGCCAAGTCAGATGTG
AAAGCCCCGGGCTTAACCCGGGAATTGCATTTGAAACTGGTCGACTAGAGTAATGGAGAGGATGGCGGAATTGCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGCAGGAACACC
AGTTGTGAAGACGGCTATCTGGCCATTTACTGACACTGAGGGTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu39
TGAGGGATATTGCTCAATGGACGCAAGTCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCCCTTTTCTTGGTGACGAGAACGGACGGTAGCCAAGG
AATAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGGTCAACAAGTCATGCGTGA
AAGCTCCCGGCTAAACTGGGAGAGGTCGGATGATACTGTTGATCTTGAGTGTGGCAGAGGCGTGTGGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCACGCTGGGCCACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tu40
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAA
TCCCGCAGCTCAACTGCGGAACTGCCTTTGATACTGGATATCTAGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGGAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu4dl
TGAGGAATATTGGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCCAGCCATCCCGCGTGCAGGAAGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATAAGGGAAGAAACGCCTGGATTTATCCGG
GTTTGACGGTACCTTAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGA
TATTAAGTCAGAGGTGAAAGCTTGCCGCTTAACGGTAGAATTGCCTTTGATACTGGTATTCTTGAATTGGGTTGAGGATAGCGGAATGAGACATGTAACGGTGAAATGTGTAGAT
ATGTCTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTATCTGGGCCTTGATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tud2
CTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCGGAAACGTTGTAAAGCCCTTTTCTGCGTGAGGAATAAGCGTGGGAGGAAATG
CCCGCGTGATGACGTTAGCGCAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTA
GGCGGTCTGGCAAGCTTGGTGTGTAAGCCCACAGCTCAACTGTGGAGACGCGCTGAGAACTGCTTGACTTGAGTCCTGGAGGGGAAGCTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAAT
CTGTAGATATCAGGAAGAACATCAGTGGCGAAGGCGAGCTTCTGGCCAAGGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu43
CAACGAATATTCCCCAATGGGCGCAAGCCTGAGGGAGCAATGCCGCGTGGAGGATGAAGCTCCTCGGAGTGTAAACTCCTGTCAGGGACCAGAAAGCTCTGATCGGTCCCAGAG
GAAGGGCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGCCCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGTGTAGGCGGGCTTGCAAGTACCTTGTGAAAT
CCCACAGCTCAACTGTGGAACTGCTCGGTAAACTGCAAGTCTTGAGCCTGACAGAGGTCGTCGGAACGCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTAGCGGAACGCCAAAG
GTGAAGACAGACGACTGGGTCGGTGCTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0Otud4
TGGGGAATATTGCGCAATGGTCGAAAGACTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGATGAAGCCTTTCGGGGTGTAAACCACTGTCAGGAGGGAAGAACCCCGTACGTTCGAATAG
GGCGTACGGCTGACGGTACCTCCAGAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGCGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTTTTAAGTCTTCTGTGAAAACCCGGAGCTCAACTCCGCGGAATGCAGAAGATACTGGAAGACTAGAGATCGGTAGAGGCTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTAGCTGGGCCGAGTCTGACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu45
CGACGAATCTTCCGCAATGCACGAAAGTGTGACGGAGCAATGCCGCGTGTGGGATGAAGCGGCTACGCCGTGTAAACCACTGTCAGGGTCTAGGAAGAACTGACCAGACCCAG
AGGAAGGGCCGGCTAATCTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGAGGCCCAAGCGTTAGACGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGGACGCGTAAGCGTGTTGTGA
AATCCCACAGCTCAACTGTGGAATTGCGATGCGAACTGCGTGTCTTGAGGAAGGTAGGGGTCAGTGGAACGTTCGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGAACGGAACGCC
AATGGTGAAGACAACTGGCTGGGCCTTTCCTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu4d6
TGGGGAATCTTAGACAATGGGCGCAAGCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCTGTGAAGATAATGACTGTAGCAGGTAAA
GAAACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACATTTAAGTCAGAGGTGAAA
TCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tud?7
TCGAGAATTATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTGTCAAGTGGGAACAAGAAAGTGATAGTACCACTA
GAGGAAGAGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCGAATTAAGTCATTTGTGA
AATCTTCGGGCTCAACCTGGAGACTGCAAACGATACTGGTTCGCTAGAGGAATATAGAGGAGTGTGGAATTTACGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCGTAAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACACTCTGGGTATTTCCTGACGCTGAGGCACGAAGGCCAGGGGAGCAAACG

>0tu48
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAG
GAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCCATGTAAGTCTGCTGTTA
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AAGAATGAGGCTTAACCTCATCAGAGCGGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGGTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
AGTGGCGAAAGCGCTCTACTAGACCATAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG

>0tud9
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGGGAAGAAATACCTGGGGTTAATACCC
CCGGGGACTGACGTCACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG
GTGGTCGGGTAAGTCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTTAACTTGGGAATGGCATTCGATACTGCCCGGCTAGAGTATGGAAGAGGGAAGCGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGTCCAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu50
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCGAGCGATGCCGCGTGCGGGATTAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCGTAGGGGAGGAAATAGAAATTTGACCGATCC
TAGGAGGAAGTCCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGGACGAACGTTATTCGGAATTACTGGGCTTAAAGAGTTCGTAGGCGGCTCGGAAAGTTGGGT
GTGAAATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCGCTCAAAACTATCGAGCTTGAGGGAGACAGGGGTAAGCGGAACTGATGGTGGAGCGGTGAAATGCATTGATATCATCAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGAACGAAAGCTAGGGGAGCAAACG

>0tu51
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAGTAAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACTGGAAAGTTGGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTCCAAAACTGTCAGTCTTGAGGTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGAACCTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tu52
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTCAAGAGGGAAGAACAGACTTCGGTCCTGACG
GTACCTCTGAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAACGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTGCGCAGG
TCGGGTGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCTGCGCTCGAAACCGCGTAGCTGGAATGCTGGAGGGGGAAGTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAATCCGTAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGCCAGACATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu53
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGGAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATTTAGGAAGAATTCCTTCTACGTGTAGAAG
ATTGACGGTACTAAATGAATAAGGACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGTTA
GATAAGTCAGTGGTGAAATCTCTCAGCTTAACTGAGAAACTGCCATTGATACTGTTTAACTTGAATTCGGTCGAAGTAGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTTACTAGGCCTGAATTGACGCTCATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu54
TGGGGAATCATTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTAGGGTCGTAAACCTCTGTCACCAAGGAGCAACAAGCAGGTTCATAGCCTG
CCCTGAGTTAACTTGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACTGCAAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGC
CATGTGTGTTAGGTGTGAAATCCCGGGGCTTAACCCCGGAACTGCGCCTAAAACTGCATGGCTAGAGTGTTGGAGAGGTAAGCGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATCGGAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTTACTGGACAACTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCATGGGTAGCGAAAG

>0tu55
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTATTTGGGAAGAAACCCTCGGTCGTGCATCGA
GGCTGACAGTACCAAAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGG
CCCGTAAGTCAGTGGTGAAATCCCTCAGCTTAACTGAGGAACTGCCATTGATACTGCGGGTCTTGAATTCGGTCGAAGTGGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTCACTGGGCCTGAATTGACGCTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu56
TGAGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATATCGCGTGGGTGATGAAGGCTCTATTAGTCGTAAAACCCTTTAATCAGGAATGATAATGACAGTACCTGAACAA
AAAGCTCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGAGCTAGTGTTATTCATAATTACTAGGCGTAAAGAGCACGTAGGTTGTTAATTAAGTTAAAAGTGAAATC
CCTAAGCCTAACTTAGGAAGTGCTTTTAATACTGATTGACTAGAGTTAGATAGAGGACAGTGGAATTTCTAGTGGAAGGATAAAATCTGTAGATATTAGAAGGAACACCTAAAGC
GAAGGCATCTGTCTGGATCTAAACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACA

>0tu57
TGAGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGCGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCCCTTTTCTGTGTGACGAGGAAGGACGGTAGCACAGG
AATAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGCGCGAGCAGGCGGACTGTTAAGTTAGCCATGAA
AGCTCCCGGCTAAACTGGGAGAGGCTGGTTGATACTGGCAGTCTTGAGTAGAGCAGAGGAAGGTAGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAATACCA
GTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGGCTCATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tu58
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTAGTCACGTCGGATG
TGAAAACCCAGTGCTTAACACTGGGCCTGCATTCGATACGGGCTGACTAGAGTGTTGTAGGGGAGACTGGAACTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAAGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAACTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu59
TGAGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACCCTTTTCTGTGTGACGAGAGAGGACGGTAGCACAGG
AATAAGCGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGCAGGCGGTCTTTTAAGTTAGGCGTGAA
AGCTCCCGGCTAAACCGGGAGAGGTCGTCTGATACTGGGAGACTAGAGTGTGGTAGAGGCGTGTGGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGAGATGCGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCACGCTGGGCCAACACTGACGCTAAAACGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tu60
TGAGGAATCTTGCGCAATGGAGGAAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCCGGAAGACGGCCCTATGGGTTGTAAACGGCTTTTGACTGGGAAGAAAGGGCGGCTTTTGAGCT
GTTTTGACGGTACCGGTTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGATGCGTAGGCTGG
CGCTTAAGTCTGGGGTGAAATCTTGCCGCTTAACGGTAAAATGGCCCTGGATACTGGGTGTCTTGAATCTGACAGAGGTCGGTGGAATTCGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATTACGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCGGCTGGGTCAGTATTGACGCTGAGGCATGAGAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu61
TGGGGAATATTGGGCAATGGTCGGAAGACTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCATTGGGTTGTAAACTGCTTTTATCAGGGAAGAAAACGCCCATGCGTGGGA
ACTTGCCGGTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCT
TTTTAAGTCAGCGGTGAAAGTTTTCGGCTCAACCGGAAAAATGCCGTTGATACTGGGGAGCTTGAGTCACGGAAGGGTACATGGAATTGATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TACCATCAGGAACACCGATAGCGTAGGCATTGTGCTTGCCGTGAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu62
TGGGGAATCTTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGAATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAATTCTTTCGTCAGGGATGATAATGACCGTACCTGAAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGTGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGAAGTCTTGAGATCAGGAGAGGTTAGCGGAATACCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGTGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTAACTGGACTGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tu63
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCCTAGGGTCGTAAACTCCTGTCATCGGGGAGTAAAGGCTTGCGCAGTAACTG
GCGCGGGTCCTGATAGTACCCGAAGAGGAAGGGACGGCAAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGTCCCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTCTGTA
GGCGGTGCGGTAAGTCAGATGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCATCCGATACTGCCGTGCTAGAGGGTCGGAGGGGAGTCTGGAATTCTCGGTGTAGCAGTGAAA
TGCGTAGATATCGAGAGGAACACTAGAGGCGAAGGCGAGACTCTGGACGACACCTGACGCTGAGAGACGAAGGCTAGGGGAGCGAAAA

>0tu64
TGAGGAATATTGCGCAATGGGGGCAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGAGGACGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTTCTGAGAGAAGAGAAAGGACGGTATCTCAGG
AATAAGGCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGGGCCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGTGACGCAAGTCGGATGTGA
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AAGCTCCTGGCTCAACTAGGAGAGGCCATTCGAGACTGCGTGACTAGAGGATGGTAGAGGTAAGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACC
AGAGGCGAAGGCGGCTTACTGGGCCATACCTGACGCTCAGACGCGAAAGCTAGGGGAGAGAACG

>0tu65
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAACCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCTCTGACGGTACTTGAGG
AATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCTAGTTAAGTCTGTTGTCAA
AGGTTACAGCTCAACTGTGAATCGGCGATGGAAACTGATTAGCTAGAGAGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAG

>0tu66
TGAGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGTCGGAAGAAGGTCCTTTGGATCGTAAACGACTTTTATCGGGGAAGAAAGCCCGGGTTTCGACCCG
GGGGTGACGGTACCCGAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCG
GGTTTTTAAGTCTGGGGTGAAATGGTGCGGCTCAACCGTAGCACTGCCCTGGATACTGGAGACCTTGAGTGTGACAGAGGCAGGTAGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCAT
AGATATCACGAAGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTGCTGGGTCACAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu67
TCGAGAATCTTCGGCAATGGACGCAAGTCTGACCGAGCGATGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGTTGGGAGGAAATGTCGGGGGGTTCTCCCC
TCGGCTTGACCAATCTTCAGAGGAAGGACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGAACCGTCCAAACGTTATTCGGTATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGG
CTTGGAAGGTGAGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCGTTTCAAACCATCAGGCTTGAGGAAGACAGGGGTGATGGGAACTTATGGTGGAGCGGTGAAATGCGT
TGATATCATAGGGAACACCGGTGGCGAAAGCGCATCACTGGGTCTTTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tu68
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTTGGGAAGAAACGGGGTTCTCTAATACAG
GGCTCTAATGACGGTACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTGTGTAAGACAGGTGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCGCTTGTGACTGCACGGCTAGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCGATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu69
TGGGGAATATTGCGCAATGGTCGAAAGACTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGAGGAAGCCCCTAGGGGTGTAAACCACTGTCAGAAGGGAAGAACAGCATGGATTCGAAGA
GGGTCTGTGTTTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGCGCGAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGTG
CAGGCGGCCCTTTAAGTCTTTTGTGAAACTCCGGGGCTCAACTCCGGAACTGCAAAGGATACTGGGGGGCTAGAGACCGGTAGAGGCTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTAGCTGGGCCGGGTCTGACGCTCAAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu70
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTCGTGAAGATAATGACGGTAGCGACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACCTTTAAGTCGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTCGATACTGGGGGTCTGGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu71
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGGACGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTCCTGTCGAGGGGGAGAAAGGGGAAACCTTGATCTAA
CCCTGGAGGAAGCACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTGCGAACGTTGTTCGGAATCATTGGGCTTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCTGCCGCGTCCG
GGGTGAAATCCTCCCGCTTAACGGGAGAATGGCCCCGGGTACGGGTGGTCTCGAGGAGGGTAGGGGCATGCGGAACTATGGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCCATAG
GAACTCCGGTGGCGAAGGCGGCATGCTGGACCCTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCCAGGGGAGCGAACG

>0tu72
TGGGGAATCTTGTCCAATGGGCGCAAGCCTGAGACAGCGACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTAGGCGGTCCTTCAAGTCGGAA
GTGAAATCTCAAGGCTCAACCTTGAAACTGCTTCCGATACTGGGGGACTTGAGGCAGCTAGGGGAGTGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCACTCTGGGGCTGTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu73
TGAGGAATATTGGGCAATGGAGGCAACTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGTCCTCTGGATTGTAAACTGCTTTTATTTGGGAAGAAACCCTCGTACGTGTACGGG
GCTGACGGTACCAAATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGATT
AGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCTCAGCTTAACTGAGAAACTGCCATTGATACTGCTAGTCTTGAATTCGGTCGAAGTGGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTCACTAGGCCTGAATTGACGCTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu74
TGAGGAATATTGCTCAATGGGCGCAAGCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGGGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCCCTTTTCTCAGTGACGAGGAAGGACGGTAACTGAGG
AATAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGGTTGTTAAGTCAGTCGTGAA
AGCTCCCGGCTAAACTGGGAGAGGACGAATGAAACTGGCAGTCTGGAGTGAGGCAGAGGCAAGTGGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACC
AGAGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCTTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tu75
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCGGCAGGGACGAAACTGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCGGTAAGTCAACTGTGAA
AGCTCCAGGCTCAACCTGGAGAGGCCAGTTGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCAAACA

>0tu76
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTCGGAAAGAAACGATTGTGACTAATACTC
ACAATTAATGACGGTACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAG
GCGGTCTTGCAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCGTTTGAAACTGCAAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGGAGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATG
CGTAGAGATGTGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTCCCTGGGCTGACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu77
TCGAGAATCATTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAACTCCTGTCATCTGTGAGCAAGGTCCGGTCCGCTAACAGC
GTGCCGGATTGATAGTAGCAGAAGAGGAAGAGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGCGGGGCAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATCCGATACTGCCTCGCTAGAGAACTGGAGAGGAGTCTGGAATTCACGGTGGAGCAGTGAAA
TGCGTAGAGATCGCGAGGAAGACCAATGGCGAAAGCAAGACTCTGGACAGCTTCTGACGCTGAGGCACGAAGGCCAGGGGAGCGAACG

>0tu78
TGGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACTCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGCGATGAAGCCTTTCGGGGTGTAAAGCTCTTACGCCAGGGACGATAATGACGGTACCTGGAGA
AGCAGCTGCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGCAGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTGCTCTAAGTTTGGTGTGAAA
TCTCCCGGCTCAACTGGGAGGGTGCGCCGGAAACTGGAGTGCTGGAGTGTGGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACACCT
GCGGTGTAGACGGCTTTCTGGACCATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu79
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATTCGGGAATAACCGCTCCAACGTGTTGGGG
TCTGAATGTACCGAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAAT
ATTAAGTCAGTGGTGAAAGCCTGTGGCTCAACCATAGAATTGCCATTGATACTGATATTCTTGAGTATGATTGAAGTTGGCGGAATATGGCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGCCATAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTAACTAAGTCATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu80
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGAGGGAAGACGGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTGTATAGGAATAAACCACCGAACGTGTTCGG
TGCTGAATGTACTATACGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATT
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TTTAAGTCAGTGGTGAAAGTTTTCGGCTTAACCGGAAAAATGCCATTGATACTGGGAATCTTGAGTGTGTTTGAAGTGGATGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGTTCACTAAGTCACAACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu81
TCGAGAATCTTTGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCAAGCGATGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGGATGAAACTTCGGTTGACAGAGCCT
CAGAGGAAGCACGGGCTAAGTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTACTGTGCGAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCCTTGTCAGTCAGGTGT
GAAATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCGCTTGAAACTGCAAGGCTTGAGTGAGACAGGGGTGTGTGGAACTTCTAGTGGAGCGGTGAAATGTGTTGATATTAGAAGGAACAC
CGGTGGCGAAAGCGACACACTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCCAGGGGAGCGAACG

>0tu82
TGAGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAAGGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAACTTCTTTTCTGCGGGAAGAGCAAGGACGGTACCGCAGGA
ATAAGACACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGTCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTGACAAGTTTGACGTGAAA
TTTCTCGGCTTAACTGGGAGGGGACGTTGAAGACTGTCAGACTTGAGGTAGTGAGAGGGAGGCGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGGAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAG
TGGCGAAAGCGGCCTTCTGGCATTGACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu83
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTCCTTTTCTGAGGGAAGAACAGTCCGTGGAGGAAATG
CCCCGGGTTTGACGGTACCTCAGGAATAAGCAACGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGTTGCGAGCGTTGTTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGGGCGCA
GGCGGCCTGGTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAGGGTCTTTGGATACTGCCAGGCTTGAGTACGGGAGAGGAAGGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATCTGGAGGAACACCAATGGCGAAAGCAACCTTCTGGCCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu84
TGAGGAATCTTGCACAATGGGGGCAACCCTGATGGAGCGACACCGCGTGAAGGATGAAGGTCTAACGATTGTAAACTTCTTTTCTGGGGGAGCATAATGAGAGTACCTCAGGAA
TAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCTCGAGCGTTATCCGGAATTACTGGGTGTAAAGAGTTCGTAGGTGGCGAATTAAGTTAGGTATGAAAG
ACCGGAGCTCAACTCCGAGTTTGTGCTTAAAACTGGTTTGCTAGAATTAGGGAGAGGTAAGCGGAATTCTAAGTGTAGGGGTGCAATCCGTAGATACTTAGAGGAACACCAAAA
GCGAAGGCAGCTTACTGGAACTATATTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAA

>0tu85
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGATGCCGCGTGGGGGATGAAGGTTTTCGAATTGTAAACCCCTTTTTTGGGAGAAGAACTGCGCGATCAGGAAATGG
GTCGCGTTTGACGGTATCCCAAGAATAAGCAACGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGTTGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGG
CGGACAGGTCAGTCTGAAGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAAATGCTTTGGATACTGCCTGACTAGAGTACGTGAGAGGAAGGCGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCTGGAGGAACATCCGTGGCGAAAGCGGCCTTCTGGCACGATACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu86
TCGAGAATCATTCGCAATGCACGAAAGTGCGACGATGCGACGCCGCGTGCAGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTGTCGTGAGGGAACAATAGCGAGATAGTTAATAGC
TATATTCGTGTGATGGTACCTCAGGAGGAAGCCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGCGTCGTGTGTCGGATGTGAAATCCCACCGTTCATCGGTGGAACTGCATTCGAAACTGCGGTGCTAGAGTACAGGAGAGGAGAGCGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCAAGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCCGGGGGAGCAAACA

>0tu87
TGAGGAATCTTGCTCAATGGGGGCAACCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGTTCAATAAGTGGGGACGAAAAAAATGACGGTACCCACC
TAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGATATGTAAGTCAGGTGTGAAA
ACTTAGGGCTCAACCCTAAGCTTGCATTTGAAACTGTGTATCTGGAATCTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCATAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTATGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTGCTGGCCCAAGATTGACGCTGAGATACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu88
TGGGGAATTATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGGGGACGACGGTCTTCGGATTGTAAACCCCTGTCACCGGGGACAAAACCTCTTCTGCTAACACCA
GGGGAGCTGATTTAACCCGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGACTGCAAGCGTTATTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGG
CGGCCAGATGTGTCAGGTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGAACTGCGCCTGAAACTATCTAGCTAGAGTATCGGAGAGGAGAGCGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCAAGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTCTCTGGACGATTACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAG

>0tu89
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGAAGCGACGCCGTGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTTCTTTCGCTAAGGAACAAGAAAAGGTAACGAATAATT
GCCTAATTTGAGGGTACTTGGTAAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCATTAATCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGG
CGGGTAAGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGAGCTCAACTCCGGAGCTGCATTTGAAACTACTTATCTTGAGGGTGGACGGAGAAAACGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATGTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTTTCTAGTTCATTCCTGACGCTGAGGCGCGAGAGCAAGGGGAGCAAACA

>0tu90
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGGCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGAGGACGCCCTTCGGGGTGTAAACCACTGTCAGAAGGGAAGAACTGCGCTCATTCGAATAG
GATGGGCGTTTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGCGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTTCTGTGAAAACCCGGAGCTCAACTCCGTGGAATGCAGAAGATACTGGGAGACTAGAGATCGGTAGAGGCTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTAGCTGGGCCGAATCTGACGCTCATGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu9l
TGGGGAATCATTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCCTCGGGTCGTAAACCCCTGTCACCAGGGACTAAACGCATGGCTCATACCCAT
GCCTGAATTAACCTGGAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGTAGGCGGCC
TTGTGTGTCGGGTGTGAAATCCTATGGCTTAACCATAGATGTGCGCCCGAAACTACTTGGCTAGAGTATTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATCTGGAGGAACACCAACGGCGAAGGCAGCTCACTGGACAATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCATGGGGAGCGAAAG

>0tu92
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCCGCAAGGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTATGTCGCGTCGGA
TGTGAAAATCCAAGGCTCAACCTTGGACCTGCATCCGATACGGGCACACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAACTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAAGAA
CACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu93
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGGGTAGTGTTAATAGC
ACTATTTCTTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTACGAGAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGCTCGATACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu94
TGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTGTCAAATGGGAAGAACGGTGCGAGGTCGAATAG
GCCTCGTATTTGACGGTACCATTAAAGGAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGCGGATTTGTAAGCCAGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCGAAACTGCGTCTGGAACTGCGGATCTAGAATCTCGGAGGGGGAAGGGGAATTTCGCATGTAGGGGTAAAA
TCCGTAGAGATGCGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGCCTTCCTGGACGAGTATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu95
TGGGGAATATTGGGCAATGGGCGGAAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCGTTCTGCGTTGTAAACTGCTTTTATCAGGGAAGAAAAGGCCCATGCGTGGGA
AATTGCCGGTACCTGGTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCT
TTTTAAGTCAGCGGTGAAAGTTTTCGGCTCAACCGGAAAAATGCCGTTGATACTGGGGAGCTTGAGTCACGGAAGGGTACATGGAATTGGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TACCATCAGGAACACCGATAGCGAAGGCATTGTACTTGCCGTGAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu96
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGCGGGGAAGATTATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGCGGTCAGTCGGATGTGAA
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ATCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCATTCGATACTGCCGCGCTGGAGGACGGAAGAGGAGAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCCGTTACTGACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu97
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGACGAAGGCTCTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAAATGACGGTACCTCCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGGTAAGTCGGGTGTGAA
ACCTCCAGGCTCAACCTGGAGACGCCACTCGATACTGCCATGGCTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACA

>0tu98
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAA
TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAA
TCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAGGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu99
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTATTAAGTCAGGGGTGAAA
TCCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAATCTAGAGACCGAGAGAGGTAAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTACTGGCTCGGAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul00
TGGGGAAGCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGAGGGACGAAGCCTCTTGGGGCGTAAACCTCTTTCGGCTGGGAAGAAGGCCCGGATGGCGAATCC
GGGTTTGACGGTACCAGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCG
GCCGGGCAAGTCTGATGTGAAAACGCTACCGCTCAACGGAGCGATTGCATTGGATACTGCCTGGCTTGAGTGCAGGAGAGGTGAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GTAGATATCAGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCTGTTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tul01
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGGTCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGACCGAGCGTTGTCCGGATTCATTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGCCATGTAAGTCGGTTG
TGAAATCCCGAGGCTCAACTTCGGAACTGCAGCCGATACTGCATGGCTTGAGGAAGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGAGGAAC
ACCTATGGCGAAGGCAGCTCTCTGGGCCTCTCCTGACGCTGAGATGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul02
TGAGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCCGGAAGAAGGTTCTTTGAATCGTAAACGGCTTTTGTCGGGGAAGAATGGCCGGGTTTCGACCCG
GTATGACGGTACCCGTTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGA
GACTTAAGTCTGTGGTGAAATCTTACCGCTCAACGGTAAAATGGCCATGGATACTGGGTTTCTTGAGTGTGACAGAGGCAGGTGGAATTCGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATTACGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTGCTGGGTCACAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul03
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCAGGAAAGATAATGACGGTACCTGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGCTTAGTAAGTTGGAAGTGAAA
GCCCAGAGCTTAACTCTGGAAATGCTTTCAAAACTGCTGAGCTAGAGATTAGTAGAGGGTGGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCGGT
GGCGAAAGCGGTCACCTGGACTAACACTGACGCTGTGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul04
TGAGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGGAGGAAGACGGTCTTCGGATTGTAAACTCCTTTTCTGCGGGAAGAGGAAGGACGGTACCGCAGG
AATAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGACGTGAA
AGCTCCCGGCTTAACTGGGAGAGGTCGTTGGAAACTGAAGGGCTTGAGGGAGTGAGAGGGGTGCAGAATTCCCGGTGTAGTGGTGGAATGCGTAGATATCGGGAGGAATACC
AGTGGCGAAGGCGGCACCCTGGCACTTGCCTGACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tul05
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGGGAGGAAGGCTCTGGGCTAATACCCT
GGAGAACTTGACGTTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAATTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAAGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTGAGTTAAGTCGGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATCCGATACTGGCTTGCTAGAGTGTGGTAGAGGGAGGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTCCTGGACTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul06
TGGGGAATATTGGGCAATGGACGGAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCCTTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTATCAGGGAAGAAAATGCCCTTGCGAGGGA
GCTTGCCGGTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCC
TGATAAGTCAGTGGTGAAATGCTACAGCTCAACTGTGGAACTGCCATTGATACTGTTAGGCTTGAGTACAGATGAGGTAGGCGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ACCATAAGGAACACCGATAGCGTAGGCAGCTTACTGGGCTGTAACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul07
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATCCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTAGACTGAGAAGAAACCCCTGCCTGCGGGCGG
GGCTGACGGTATCAGTAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGC
TTGGTAAGTCAGAGGTGAAAGCTCGCAGCTTAACTGCGGAACTGCCTTTGATACTGCCGGGCTTGAAACAGGACGAGGTTGGCGGAATGTGGCATGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATGCCATAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTGGCTAGACCTGCTTTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul08
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAATCCTTTCACCAGGGAAGATAATGACTGTACCTGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACCAGCCAGTCAGAGGTGAAA
GCCCGGAGCTCAACTTCGGAACTGCCTTTGATACTGTTGGTCTGGAGTACGGTAGAGGTGTGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGA
GGCGAAGGCGACACACTGGACCGTTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul09
TGGGGAATCATAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTTGCCATGCCGCGTGGACGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGTCCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAGCCGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTGTTAAGTCGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTCGATACTGGCAGTCTAGAGGACGGTAGAGGCTAGTGGAATGGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTGGCTGGACCGTATCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tull0
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTTCTTTAGCCGACGAATATAATGACTGTAGTCGGAGAA
TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCGAGCGTTATTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCTGTTTTGTAAGTCAGAAGTGAAAG
CCCAGGGCTCAACCTTGGAATTGCTTTTGAAACTACAAGACTTGAATTCGGGAGAGGATAGCGGAATTGTCAGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATTGACAGGAACACCAGTG
GCGCAAGCGGCTATCTGGACCGACATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0Otulll
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGCGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGAAAGAAATCGCACGGGTTAATACCC
TGTGTGGATGACGGTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTTAACCTTGGAACTGCATTTTTAACTCCCGAGCTAGAGTGCGTCAGAGGGGGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATG
CGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATGACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tull2
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGTTGGGAGGAAATATCAGGGGGTACTCCC
CCTGGTTTGACCGATCTTCAGAGGAAGGACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTCCAAACGTTATTCGGTATCACTGGGCTTAAAGCGTACGTAGGCG
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GCCTAGTAGGTGAGGTGTGAAATCCCTCGGCTCAACCGAGGAACTGCGCTTCAAACCACTAGGCTTGAGGGAGACAGGGGTGATGGGAACTGTTGGTGGAGCGGTGAAATGCG
TTGATATCAACAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGCATTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGTACGAAAGCTAGGGGAGCGAACG

>0tull3
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGTTGGGAGGAAATGCTAGGGGGTTATCCCT
TTAGCTTGACCGATCTTCAGAGGAAGGACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTCCAAACGTTATTCGGTATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGG
CCTGGTAGGTGAGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAATTGCGTTTCAAACCACCAGGCTTGAGGATGGCAGGGGTGATGGGAACTGATGGTGGAGCGGTGAAATGCGT
TGATATCATCAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGCATCACTGGGCCATTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tulls
TGGGGAATCTTCCGCAATGGGGGCAACCCTGACGGAGCGATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGTTTTCGGATTGTAAAACTCTGTTGTGAGGGAAGAGGTCTCTTTAAGTCGAATAG
GCTTTGGAGGTGACGGTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGC
AGGCGGTTTGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGCAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tulls5
TGAGGAATCGTGCGCAATGGACGCAAGTCTGACGCCGCGACGCCGCGTGGAGGATGAATGTCTTCGGATTGTAAACTCCTTTTATGTGGGAACAAGTTCTGAGTGTACCACATGA
ATAAGCACCTTCTAACTACGTGCCAGAAGAATCGGTGATGCGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGATGCGTAGGCGTTTTCTTAAGTTACTTGTCAAA
TCCTGCAGCTTAACTGTAGAACTGCAAGTGATACTGGGAGAATTGAGGATACTAGAGGAAAGGGGAACACCTGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCAGGTGGAACACCAA
TGGCGAAGGCACCTTTCTGGGGTATTCCTGACGCTAAGGCTCGAAAGCTAGGGTAGCAAAAG

>0tulle
TGAGGAATTTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGGGGATGACGCTTTTCGGAGTGTAAACCCCTTTTCGAGAGGACGAAGCCAATGACGGTACTCTCG
GAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCGTACGTCGGGTGTG
AAAGCCCCCCGCTCAACGGGGGAGGGTCATTCGAAACGGCGGAACTGGAGGCAGGGAGAGGTCGGTGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCCGACTGGACCTGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tull7
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCCGGGGAAGATAATGACGGTACCCGGTAAA
GAAACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGATCAGAAAGTTGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTCAAAACTCCTGGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tull8
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTTCTTTTGTTCACGAAGATAATGACGGTAGTGAACGAA
TAAGCCCTGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGAGGGCAAGCGTTGTTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCGATACTGGCAAGCTTGAGGCCGAGAGAGGAAAGCGGAATGACGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGTAGGAACACCAGA
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGCTCGGACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tull9
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGTGAGGAAGGCATGATGGCTAATACCC
ATCATGATTGACGTTAGCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTTGTTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCTGGGCTTAACCTGGGAACGGCAATTCGAACTGGCAGGCTAGAGTGCAGTAGAGGGCAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul20
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGAGAAGAAAAGCCTGGGACTAATACTC
CCGGGTCTTGACGTAACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGTCGGGTAAGTCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATTCGATACTGCTCGACTAGAGTATGGGAGAGGGAAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGCCCAATACTGACGCTCAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul2l
CTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGATGAAGGCCTAACGGTTGTAAAGCCCTTTTCTGTGTGAGGAATAATGCTGGGAGGCAATGC
CTGGCAGATGACGGTAGCACAGGAATAAGCCCCGGCCAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAG
GCGGCCACGTAAGCCTGGTGTGTAAGACCGCAGCTCAACTGCGGGAACGCGCTGGGAACTGTGTGGCTGGAGTTCAGGAGGGGAAGTTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAAT
CTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGCGGCGAAGGCGAACTTCTGGCCTTGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul22
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCGTGAAGATAATGACGGTAGCGGGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCTGTTGCGTCAGATGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCTGGGAGGTGCATTTGATACGGGCAGGCTTGAGGATAGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCCACCTGGCCTATACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul23
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTTCTTTTATTGATGACGATAATGACGGTAATCAATGAAT
AAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCCAGAAGCGTCTGATGTGAAAT
CCCTGGGCTTAACCTAGGAACTGCATTGGATACGGTCTGGCTAGAGTCCGCGAGAGGAAGATGGAATTGTGCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGCACAAGAACACCGGTG
GCGAAGGCGATCTTCTGGAGCGGTACTGACGCTAAGGCACGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tul24
TGGGGAATATTGGGCAATGGGCGAGAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTTAGGGTTGTAAACTGCTTTTCTACGAGAAGAACATACCCATGCGTGGGAG
ACTGACGGTATCGTAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCCG
ATTAAGTCAGTGGTGAAAGTCTGTAGCTCAACTATAGAAATGCCATTGATACTGGTTGGCTTGAATTCGATTGAGGTAGGCGGAATTTGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
CCACAAGGAACACCGATAGCGTAGGCAGCTTACTAAGTCGACATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul25
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCTCTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGACGAAAATGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCAGTAAGTCGGGTGTGAA
ATTCCAGGGCTCAACCCTGGAACGCCACCCGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATTAGGAGGAACACCA
GCGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACA

>0tul26
TGAGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCGGAAACGTTGTAAAGCCCTTTTATAGATGAGGAATAAGTATCGGAGGGAATG
CCGGTATGATGACGTTAGTCTATGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCACGCAG
GCGGATTTGTAAGTCTGGTGTGTAAGACCGCAGCTTAACTGCGGGAACGCACTGGAAACTATTAATCTAGAGTTCAAGAGGGGAAGCTGGAATTCCAGGTGTAGGGGTGAAATC
TATAGATATCTGGAAGAACATCAGTGGCGAAGGCGAGCTTCTGGCTATGAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul27
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCAACCCGCGTGGGTGATTGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTGTCGAGAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACCTCTC
AAGAAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGCGGGCGTGCAGGTCTGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCATTGGAAACCGCATGCCTTGAGTACGAGAGAGGGAAGTGGAATTCCTGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATCAGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAAGCGACTTCCTGGCTCGATACTGACGCTCATGGACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tul28
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCGAGCAATGCCGCGTGCGGGAGGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGGGGGTATGAATAACCGTAAGGGATGACG
TCAACCCCAAAGGAAGCTCCGGCTAAACTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGTGGAGCAAACGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGCTAAGT
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CGTGGTTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGGTCACGATACTGGCGGGCTTGAGGTCGGCAGGGGGGTGTGGAACGTCGGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCCG
ACGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACACCCTGGGTCGATTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul29
TGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGATGAAATCCCTCGGGATGTAAACTTCGTAAATATGGGAAGAACACAATGACGGTACCATAT
GTAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCTTTTCAAGTCAGACGTGAA
AGCCCCAGGCTCAACCTGGGAACTGCGTTTGATACTGTTGAGCTAGAGTGTGGAAGAGGCTACTGGAATTCCGTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATACGGAGGAACACCTG
CGGCGAAGGCGGGTAGCTGGGCCAACACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCTAGGGGAGCAAACG

>0tul30
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCAAGGGAAGAAACGATACGAGCGAATAACT
CGTGTTAATGACGGTACCTTGATAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGG
CGGTTCTGCAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCGTTTGAAACTACAGAGCTAGAGTACGGGAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAATACCAATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGCCTGATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul3l
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGATGTGAGGAAAGGTAGTTGGTTAATACCC
AGTTACTGTGACGTTAACATCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTATTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCATTTGATACTGGATAGCTAGAGTGTGGTAGAGGTGAGTGGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCACTGGGCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tul32
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAAGGAGGAAAAGCTCAGGGCTAATACC
TCTGAGTCTTGACGTTACTTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGTTCGTTAAGTTAGCTGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCAGTTAATACTGGCGGACTAGAGTTTGGGAGAGGGAAGTGGAATTCCGGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGCCCAAAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul33
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATTTAGGAATAAACCCCTTTACGTGTAGAGG
GCTGAAGGTACTAAATGAATAAGGACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGGCA
AGTAAGTCAGTGGTGAAATCCCATCGCTTAACGATGGAACTGCCATTGATACTGCTAGTCTTGAATTCGGTCGAAGTGGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTCACTAGGCCTGAATTGACGCTCATGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul34
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTAAACGGGAAGAACCGCACCCTCGTGAGGGT
GTTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGCT
ATATAAGTCAGTGGTGAAATCTGTTAGCTCAACTAACAAATTGCCATTGATACTGTATAGCTTGAATAATTGTGAAGTAGCTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATA
TTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAACAATATATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul35
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGGCGGAAATGCATTGGGGTTATCCC
CAGTGTTTGACCTAACCTCAGAGGAAGCACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTGCGAACGTTATTCGGAATTACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCG
GCTTGGTAAGTTGGGTGTGAAATCCTTCGGCTCAACCGAAGAATTGCGCTCAAAACTACTAGGCTTGAGGGAGATAGGGGTGAGCGGAACTAATGGTGGAGCGGTGAAATGCG
TTGATATCATTAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tul36
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTTTTGGCGGGGACGATAATGACGGTACCCGCAGAA
TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGCTAAGTCAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTTTGATACTGACAATCTTGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul37
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCGCTTTCACCCGCGAGGATGATGACCGTAGCGGGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCTTGTCAGTCAGGCGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCTGGGAGGTGCGCTTGATACTGCGAGGCTGGAGTCCGGGAGAGGTGAGCGGAATACCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAGGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACCGGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul38
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGACGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTCTGAGGGAAGAATTGCAGGGCGAGGAAATG
CGCTCTGTTTGACGGTACCTCAGGAATAAGGAACGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGTTCCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGGGCGCAG
GCGGACAGGTCAGTGGAAAGTGGAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAAGGCCTTTCCATACTGCCTGTCTTGAGTTCGTGAGAGGAGAGTGGAATTCAGGGTGTAGCGGTGAAAT
GCTTAGATATCCTGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTCTCTGGCACGAAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tul39
TCGAGAATCTTTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAATGGCTTCGGCCCGTAAACCCCTGTCATCTGGGAACAAGGTCTGTATTTGAATAGGA
TGCAGATTGATAGTATCGGAAGAGGAAGGGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCCCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG
TGGCAAGGTAAGTTTGGGGTGAAATCTCCGGGCCCAACCCGGAAACTGCCCTGAAAACTATCTTGCTTGAGGATCGGAGGGGAGACTGGAATTCTCGGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGATATCGAGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAGTCTCTGGACGGTACCTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tul40
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCACGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTCCGGGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAATCTTTGGATGCGTCCAG
AGTTGACGGTACCGTATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAT
AATTAAGTCAGGGGTGAAAGCCGGCAGCTCAACTGTCGAATAGCCTTTGATACTGGTTGTCTTGAGTATAGTTGAAGTGGGCGGAATGCGGCATGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATGCCGCAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTCACTAAGCTATTACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tuldl
TGGGGAATATTGGGCAATGGGCGGGAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGACGACGGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTACACGGGAAGAAAACCCCCATGCGTGGGG
AGCTGCCGGTACCGTGTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCC
AGATAAGTCAGCGGTGAAAGACCCCGGCTCAACCGGGGCAGTGCCGTTGATACTGTTTGGCTTGAGTCACGGAGGGGTACATGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TACCATAAGGAACCCCGATAGCGAAGGCATTGTACTTGCCGTGCACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul4d2
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGATGCGACGCCGTGTGGACGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTCCTTTCGCCAGGGAACAAGAGAGAATAACTAATAATT
ATTCGATTTGAGGGTACCTGGTAAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCATTAATCGGATTTATTGGGTGTAAAGAGCATGTAGG
CGGATAAGTAAGTCAGATGTGAAATTTCGAAGCTCAACTTCGAAGCTGCATTTGAAACTACTTATCTTGAGGGTAGACGGAGAAAACGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATTTGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGGTTTTCTAGTTTATTCCTGACGCTGAGATGCGAGAGCAAGGGGAGCAAACA

>0tul43
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCGGGGAAGATAATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTGTTAAGTCAGAGGTGAA
AGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTTGATACTGGCAGTCTCGAGTCCGGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0Otulds
TGAGGAATATTGCGCAATGGAGGAAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCAGGAAGAAGGTTCTATGAATCGTAAACTGCTTTTATTCGGGAAGAATGGATGGCTTTCGAGCTG
TAGTGACGGTACCGAATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGA

177



TATTTAAGTCTGGGGTGAAATGGTGCGGCTCAACCGTAGCACTGCCCTGGATACTGGCTATCTTGAGTATAACAGAGGCCGGTAGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATCACGAAGAATACCAGTGGCGTAGGCGGCCGGCTGGGTTATAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul4ds
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGAGAAGAAAAGCCTGGCGTTAACACCG
TCGGGTCTTGACGTAACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGG
CGGCCTTGTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATCTGATACTGCGGGGCTAGAGTTCGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACCAAAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tulde
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGTGGGGAGGAACGTATAGCAATATACTTG
ACCGATCCGCAGAGGAAGTACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGACCGTACAAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCGTGGAA
AGTTGGGTGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAATTGCGCCCAAAACTGCCATGCTTGAGGGAGACAGAGGTGAGCGGAACTTAGGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATC
CTAAGGAACACCAGTGGCGTAAGCGGCTCACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCAAACG

>0tul4d7
TGGGGAATCATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTGTCAAGTGGGAACAAGAAAGTGATAGTACCACTA
GAGGAAGAGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCGGCGTAAGTCGAGTGTG
AAATTTCGGGGCTCAACTCCGAAACTGCACTCGATACTGCGTCGCTAGAGGATTGTAGAGGAGTGTGGAATTCACGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCGTGAGGAAGACC
AGTGGCGAAGGCGACACTCTGGGCAATTCCTGACGCTGAGGCACGAAGGCCAGGGGAGCAAACG

>0tul48
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGTGAGGAAGGGTGTGTTGTTAATAGCA
ACATACATTGACGTTAGCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGG
CGGTTTGTTAAGCAAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATAGCATTTTGAACTGGCAAGCTAGAGTTTTGAAGAGGGTGGTAGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGTCAAAAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul49
TGAGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCGACACTGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTAAAACGGGGACGAACAATGACGGTACCCGTTGA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTCACTAAGTCCGATGTTAAA
GACCGGGGCTCAACCCCGACACGGCGTTGGATACTGGTGAGCTTGACGGCTGGAGAGGCGAGTGGAATTACCAGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATACTGGTAGGAACACCCA
TTGCGAAGGCAGCTCGCTGGACAGCACGTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tul50
TGAGGAATATTGGACAATGGAGGCAACTCTGATCCAGCCATCCCGCGTGCAGGAAGGAGGCCCTTTGGGTTGTAAACTGCTTTTAACAGGGAAGAAATATAGTCATTTATGATTA
GTTGACGGTACCTGAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTT
GATAAGTCATAGGTGAAAGTCCACGGCTCAACTGTGGGATTGCCTGTGATACTGTTGGACTTGAATTGGGATGAGGTTGGCGGAATGTGACATGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATGTCATAGAACATCGATTGCGAAGGCAGCTGACTGGACCTTGATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul51
TCGAGAATCATTGTCAATGGACGAAAGTCTGAACGTGCGATACCGCGTGTGGGAAGAAGGCGTGATGCGTTGTAAACCACTGTCAGGGGCTAAGAATAAGCGCAGCAACCCTGC
GTGATGACGTTAACCCCAAAGGAAGTCGCAGCTAACTACGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGTAGGCGGCGAACGTTACTCGGAATCACTGGGCTTAAAGAGCGCGTAGGTGGC
TTGTCAAGTTGGAGTTGAAATCCGGCGGCTCAACCGTCGAACTGGCCCCAATACTGACCGAGCTAGAGTTGCGGAGGGGATGCTGGAACTCGTGGTGGAGCGGTGGAATGCCCA
GATATCACGAGGAACACCAATAGCGAAGGCAGGCATCTGGCCGACAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGGAGCAAACA

>0tul52
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTTGGGAAGAAATCGCGCACTTGAATACGG
TGCGTGGATGACGGTACCGGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTCTGTTAAGACAGGTGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCGCTTGTGACTGGCAGGCTGGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCGATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul53
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATCCCGCGTGCAGGATGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTAGACTGGGAAGAAACCTCTTGATGCGTCAAG
AGCTGACGGTACCAGTAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGC
TTATTAAGTCAGAGGTGAAATCCCGGAGCTTAACTTCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAAGCTTGAAACAGGACGAGGTTGGCGGAATGTGGCATGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATGCCATAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTGGCTAGACCTGATTTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul54
TGGGGAATCTTAGACAATGGGCGCAAGCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCGGGGAAGATAATGACTGTACTCGCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTGGAAAGTCAGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGAAACTCCCAGTCTTGAGGTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul55
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAATCGCTTTCGGCAGGGACGAAATTGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCAGTAAGTCTACTGTGAAA
GCTCCAGGCTCAACCTGGAGAAGCCAGTGGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATTGGGAGGAACACCA
GCGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tul56
TGGGGAATATTGGGCAATGGTCGCAAGACTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTACGGGTTGTAAACTGCTTTTGTCAGGGAAGAAACCCTTGTTTGCGAACGA
GGCTGACGGTACCTGAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAT
TATTAAGTCAGAGGTGAAAGCCGGTAGCTCAACTATCGAATAGCCTTTGAAACTGTTAGTCTTGAGTATTGTTGAGGTAGGCGGAATGTATCATGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATGATACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTTACTAAGCAATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACA

>0tul57
TGAGGAATATTCCACAATGGGGGAAACCCTGATGGAGCGACGCCGCGTGGAGGAAGACGCCTTTCGGGGTGTAAACTCCTTTTCTCAGTGACGAAGCAAGTGACGGTAGCTGAG
GAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCGGCGCATCGCGTCGCACGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCGTGCGAAACGGATGTGCTTGAGGCAGAGAGAGGCGAGTGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACA
CCAGAGGCGAAGGCGGCTCGCTGGCTCTGACCTGACGCTGAGGCGTGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tul58
TGGGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGAAGGATGAATGCCCTCTGGGTTGTAAACTTCTTTTCTCTGGGAAGAAACCCCCCGATTCATTGGGG
GCTGACGGTACCAGAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGGGC
CTGTAAGTCAGTGGTGAAAGGCTGAAGCTCAACTTCAGAATTGCCATTGATACTGCAGGTCTTGAGTACAGTTGAGGTGGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCTTAGAT
ATGACCCAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTCGCTAAACTGTAACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu159
TGAGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGTCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGCGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCCCTTTTCTGCGTGACGAGGAAGGACGGTAGCGCAGG
AAAAAGTCTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGGATGGCAAGTTAGCCATGA
AAGCTCCCGGCTAAACTGGGAGAGGATGGTTGAAACTGCCAACCTTGAGTGGAGCAGAGGAACACGGAATTCCGGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCCGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGTGTTCTGGGCTCCAACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tul60
TGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGTGACGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTGTTGAGAGGGAAGAACATCCGGGGGTAACGCCC
CGGCCTGACGGTACCTCTTTAGCAAGCACTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGAGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGTCTAGGTGG
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CACGGCAAGTCAGGTGTGAAATCCCTCGGCTCAACCGAGGAACTGCACTTGAAACTGCCGCGCTCGAGTACCGGAGGGGGCAGCGGAATTCCCGGTGTAGGGGTGAAATCCGT
AGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGCCTGGCCGGATACTGACACTAAAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul6bl
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTCAGGAGGGAAGAACAGGTCTTATGGCCCTGA
CGTTACCTCCGAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAACGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGCTACGCAG
GTCGGGTGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAGTTGCGCTCGAAACCGCGTGGCTTGAGGCTCGGAGGGGGACGTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAATCCGTAGATATCA
GGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAACGTCCTGGCCGAGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul62
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCGCTTTCGGCGGGGAAGATGATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCGATTTAAGTTAGGCGTGAA
AGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCGCTTGATACTGGATTGCTTGAGGACGGAAGAGGGTAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTACCTGGTCCGTTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul63
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGGGTTGACAGGTTAAGAG
CCAGTTAACTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGTGGTTTATTAAGTTATCTGTGAAATTCCTGGGCTCAACCTGGGACGGTCAGATAAGACTGGTAAACTCGAGTATGGGAGAGGGTAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGCCTAATACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul6d
TGAGGAATCTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCGACACTGCATGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTGAACCAGGGACGAAAATGACGGTACCTGGGTAA
TAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGCGGTCTGTTAAGTCCGATGTTAAAGC
GTGGGGCTCAACCCCATCATGGCGTTGGATACTGGCAGGCTTGACTTCTGGAGAGGAAAGTGGAATTACCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATACTGGTAGGAACACCCATAG
CGAAGGCAGCTTTCTGGACAGATAGTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tul65
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGTGAAGATAATGACTGTAACGGAAGAA
AAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGTAGGCGGCTATGCAAGTTAGAAGTGAAA
GCCCAGGGCTCAACCTTGGAATTGCTTTTAAAACTGCATGGCTAGAATCTCGGAGAGGATAGCGGAATTTCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAGGAACACCAGTG
GCGTAGGCGGCTATCTGGACGAATATTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul66
TGAGGAATATTGGGCAATGGGCGAGAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAACACTCCGACGCGTCGGA
GCTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGGT
CTATAAGTCAGTGGTGAAATCCGGCAGCTCAACTGTCGAACTGCCATTGATACTGTAGGTCTTGAATTTTTGTGAAGTAGCTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATA
TTACATGGAATACCGATTGCGAAGGCAGGTTACTAACAAAACATTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul67
TGAGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGGACGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGTCCTTTTCTGTGTGACGAGAACGGACGGTAGCACAGG
AAAAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGGCTGATAAGTCGGCTATGA
AAGCTCCTGGCTAAACTGGGAGAGGATAGTTGATACTGTTGGTCTTGAGTGAGGAAGAGGAAGGTGGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGTCCTTAACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tul68
TCGAGAGGCTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGAGGGATTAAGCCCTTTGGGGTGTAAACCTCTTTCGCATGGGAAGAATGCCCGGATGGCGAATCC
GGGAGTGACGGTACCATGATAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCG
GTCAGGTCAGTCTGGTGTGAAAACGCTACCGCTCAACGGAGCGACTGCACTGGATACTGCCTGACTTGAGTGCGGGAGAGGTGAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GTAGATACCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCACTGGCCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tul69
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGATGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGTTGGGAGGAAAGCTTCGTGAAGAGCGAA
GTTTGACCTATCTTCAGAGGAAGTCCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAACCGGACAAACGTTATTCGGAATTATTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGTGC
GGTAAGTGAGGTGTGAAATCCCTCGGCTCAACCGAGGAACTGCGCTTCATACTGCCGTGCTAGAGGGAGACAGAGGTAAGCGGAACTGATGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGA
TATCATCAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tul70
TCGAGAAGCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGCCCCTTGGGGTGTAAACCTCTTTCGACCGGGAAGAAGGTCCCGATGGTGAATCG
GGATTTGACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCG
GTCTGGTAAGTCTGGTGTGAAAACGCTACCGCTCAACGGAGCGATTGCACTGGATACTGCTAGACTTGAGTGCGGGAGAGGTGAGCGGAATGTGTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GTAGATATCACACAGAATACCCGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tul71
TGGGGAATCATTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTGTCACCAAGGACTAAACCTATGGTTCATAGCCAT
AGCTGAATTAACTTGGAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGC
CTTGTGTGTCGGGTGTGAAATCCCGGAGCTTAACTCCGGAACTGCGCCCGAAACTACAAGGCTAGAGTCTCGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTAGGAGGAACACCAACGGCGAAGGCAGCTTACTGGACGAGAACTGACACTCATGGACGAAAGTGTGGGGAGCGAAAG

>0tul72
TGAGGAATCTTCTACAATGGGGGAAACCCTGATAGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCGGAAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTATCTGAGGAATAATCACCGGAGGCAATGC
CGGTGAGATGACGGTAGGGTAGGAATAAGCCCCGGCCAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAG
GCGGTTATGCAAGCTTGGTGTGAAATACCGCAGCTCAACTGCGGATACGCGCTGAGAACTGTATGACTAGAGTTCAAGAGGGGAAGCTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAATC
TGTAGATATCAGGAAGAACATCAGTGGCGAAGGCGAGCTTCTGGCTATGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul73
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTTGGGAAGAAACGGCGCGCTCTAACATAG
TGCGCTGCTGACGGTACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTTTGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCGTTTGTGACTGCAAGGCTAGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATG
CGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCGATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul74
TGGGGAATCATTGACAATGGGCGCAAGCCTGATCGTGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAACCCCTGTCACCGGGGACAAACCGGCTGAAGTTAACAGCT
TTGGTCCTGATTTAACCCGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGACTGCGAGCGTTATTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGGC
GGCCAGGTGTGTCAGGTGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACCGCGCCTGAAACTACCTGGCTCGAGTGCCGGAGAGGGAAGCGGAATTCTCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTGGATATCGAGAGGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTCCTGGACGATTACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAG

>0tul75
TGAGGAATATTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAGGGTTTAGAAACACAATGATCAGACCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGCCCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGATCAGCAAGTACTTTGTGAA
ATCCCACCGCTCAACGGTGGAACTGCTCGGTAAACTGCTGATCTTGAGCCCGACAGAGGTCATCGGAACTGTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTACAGGAACGCCAA
ATGTGAAGACAGGTGACTGGGTCGGCGCTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tul76
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGACAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTGTCGAGGGGGAACAAGGCCCGGTGAAGAATCGG
GCTTGAGTGATCCCTGGAGGAAGCACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTGCGAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGCGTGTAGGCGGAT
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GGCCACGTCGGTTGCTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGGATGGGCGCCGATACGGGCCGTCTGGAGGGGCGTAGGGGGAGCTGGAACTCACGGTGGAGCGGTGAAATGCGT
TGAGATCGTGAGGAACGCCCGCGGCGAAAGCGAGCTCCTGGACGCTTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCCAGGGGAGCGAACG

>0tul77
TGAGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCCGGAAGACGGTCCTATGGATTGTAAACGGCTTTTGTCAGGGAAGAACCGGCTGGATTCGTCCGG
CTCTGACGGTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGT
CTTTAAGTCTGGGGTGAAATCCTGCGGCTCAACCGTAGAACTGCCTCAGATACTGGAGATCTTGAGTATGACAGAGGTCGGCGGAATTCGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATTACGAAGAACACCAGTGGCGTAGGCGGCCGGCTGGGTCATAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul78
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGGGAGGAAAGGGTGATGGCTAATATC
CATCATCATTGACGTTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGTCTGGTCAGTTGGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATCCAATACTGCCAGGCTAGAGTACGGGAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul79
TGGGGAATATTGCGCAATGGACGAAAGTCTGACGCAGCGACACCGCGTGTGGGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAACCACTGTGGCGAGGGAGAAATTCTGATAGTACCTCGCTA
GAAAGCACCAGCTAACTACGTGCCAGAAGCTTCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGTTCGTCGGCGTCCTTTTAAGTTTCATGTTCAAGC
CCAGGGCTCAACTCTGGAAGAGCATGGAAAACTGGAAGGATTGAGTCTGTTCGAGGAAATTGGAATTCTTGGTGGAGGGGTGAAATCCGTAGATATCAAGAGGAACACCGCGC
GCGAAGGCAGATTTCTAGGACAGTACTGACGCTCAGGAACGAAAGCTTGGGTAGCAAAAG

>0tu180
TGAGGAATATTGCTCAATGGACGCAAGTCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCCCTTTTCTCAGTGACGAGGAAGGACGGTAGCTGAGG
AATAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGGTCAGTAAGTCATGCGTGA
AAGCTCCTGGCTAAACTAGGAGAGGTCGGATGATACTGCTGGTCTGGAGGGTGGTAGAGGAGTGTGGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGAGATGCGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCACTCTGGGCCACACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tul8l
TAACGAATCTTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCCCTTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAGGGTTCAGGAACACAATGACCAGACCCAAA
GGAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGGATGTGCAGGCATGTTGTGAA
ATCCCATGGCTCAACCATGGAATTGCTTCGTGAACCGCACATCTTGAGGCAGGTAGAGGTGGTCGGAACGATAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTATCGGAACGCCAA
AGGAGAAGTCAGGCCACTGGGCCTGTCCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tul82
TGAGGAATATTGGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCTTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTAAGGGACTAACCTGTGGTACGTGTACCG
CACTGCATGTACCTTACGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGC
AATTAAGTCAGTGGTGAAATATTCCGGCTCAACCGGGAGACTGCCATTGATACTGATTGTCTTGAGTTTAGTTGACGTTGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGAG
ATGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTGACGAAACTATAACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul83
TGAGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTTGTGAAGATAATGACGGTAGCATCAGAA
GAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCGAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTATGTAGGCGGTTTTGTAAGTCAGATGTGAAAT
CCCAGAGCTTAACTTTGGAACTGCATTTGAGACTGCAAGACTTGAATATCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCCAGTGTAGCAGTGAAATGCGCAGATATTGGGAGGAACACCGATG
GCGTAGGCAGCCAACTGGACGATTATTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul84
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGGGAGGAAGGCTTGAGGTTAATACCCT
TGAGTACTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAAGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTAGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATCGGATACTGGCTAGCTAGAGTGCAGTAGAGGGAGGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTCCTGGACTGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul85
TGGGGAATATTGGGCAATGGCCGGAAGGCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCGTTATGCGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAAAGGCCCATGCGTGGGA
CATTGCCGGTACCGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCC
TTATAAGTCAGCGGTGAAATACCCAGGCTCAACCTGGGGGGTGCCGTTGATACTGTATGGCTTGAGTACGTTCCGTGTACATGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ACCATAAGGAACACCGATAGCGAAGGCATTGTACAGGGGCGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul86
TCGAGAATCTTCGGCAATGGACGCAAGTCTGACCGAGCGATGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGAAGGAAATTTTGACTGAACCTCAGA
GGAAGGGCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGCCCAAACGTTATTCGGAATTACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCCCAGCAAGTCAGGTGTGAA
ATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCGCTTGAAACTGCTGGGCTTGAGGGAGATAGAGGTAAGCGGAACTGATGGTGGAGCGGTGAAATGCATTGATATCATCAGGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGGAGCGAACG

>0tul87
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGCGGGGACGATAATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTATTAAGTCGGGGGTGAA
ATCCCGAGGCTCAACCTCGGAACTGCCTTCGATACTGGTAATCTTTGAGTCCGGGAGAGGTGAGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu188
TGGGGAATCATTCACAATGGGGGAAACCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTGTCACCAGGGACTAAACGTGTGGCTCATACCCAC
ACCTGAATTAACCTGGAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGTAGGCGGCC
CTGTGTGTCGGGTGTGAAATCCCACGGCTTAACCGTGGAACTGCGCCCGAAACTACAGGGCTAGAGTATTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATCTGGAGGAACACCAACGGCGAAGGCAGCTCACTGGACAATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAG

>0tu189
TCGAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGTGGATGAAGTACTTCGGTACGTAAACACCTTTTATGAGGGAGGAAGTTTATTGACGTTACCTCAT
GAATAAGGGGCTCCCAACTCTGTGCCAGCAGGAGCGGTAATACAGAGGCCCCAAGCATTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTGTGATTAGTCAGTTGTTA
AATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACCGCAATTGAAACGGTCACACTAGAATTGATCAGAGGCAAGCAGAACTCTCGGTGTAGGGGTGAAATCCGTTGATATCGAGGGGAATACCA
AATGCGAAGGCAGCTTGCTGGGGTTATATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAAGA

>0tu190
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGACGAAAATGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCGGTAAGTCGGGTGTGAA
AATCCAGGGCTCAACCCTGGGACGCCACCCGATACTGCTGTGACTGGAGTCCGGTAGAGGAGTGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCA
GCGGCGAAGGCGGCACTCTGGGCCGGTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul91
TGGGGAATATTGGGCAATGGTCGGAAGACTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCGTTATGCGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAAAAGCAACTGCGGTTGAA
ATTGCCGGTACCGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGGCCT
GATAAGTCAGCGGTGAAATACTCCGGCTCAACCGGAGGGGTGCCGTTGATACTGTTTGGCTTGAGTGCGGTCTACGTACATGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
CCATAAGGAACACCGATAGCGAAGGCATTGTACGGGGCCGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tul92
TGAGGAATATTGCGCAATGGAGGCAACTCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAACCGCTTTTGTGAGGGAAGAGTAAGGACGGTACCTCACG
AATAAGTCTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGAGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGTGCAGGCGGTTTGGTAAGTCGTGCGTGAA
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AGCTCCCTGGCTCAACCGGGAGAGGTCGTGCGATACTGCCAAACTTGAGGGAGGTAGAGGCAAGTAGAATTCCGGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCCGGAGGAATACC
AGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGCCCTCTCCTGACGCTCAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu193
TCGAGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCCACGCCGCGTGTAGGAGGAAGGCCTTTGGGTTGTAAACTACTGTTGCGAGGGGGGAACCCCCTGAGGTGAATAGCC
TCAGGACTGACTGCCCTCATGAGGAAGCCCCGGCTAAACACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTGTGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCG
GCCCGTCAAGTCAGATGTGAAATCCCACGGCCTAACCGTGGCATTGCATTTGATACTGGTGGGCTTGAGTGTGCTAGGGGTAAGCGGAACGAGTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATCACTCGGAAGGCCGGAGCCGAAGGGGGCTTACTGGGGCACAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul94
TGGGGAATATTGGGCAATGGACGAGAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCTATTGGGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAAAGGCCCATGCGTGGGA
CATTGCCGGTACCGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCT
GATTAAGTCAGCGGTGAAAGACTTCGGCTCAACCGGAGCAGTGCCGTTGATACTGGTTAGCTTGAGTGCTGCAGGGGTACATGGAATTGCTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TACCATCAGGAACACCGATAGCGAAGGCATTGTACTGGGCAGCAACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tul95
TGGGGAATCTTGTCCAATGGGCGAAAGCCTGAGACAGCCACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGCCATGTAAGTCGGTT
GTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCATCCGATACTGCATGGCTTGAGGAAGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGAGGAA
CACCAGCGGCGAAGGCGGCTCTCTGGGCCTCTCCTGACGCTGAGATGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu196
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCTCTCGGGTCGTAAACTCCTGTCATGGGGGAACAAGAAAGTGATAGTACCCCA
AGAGGAAGAGGCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCCTCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTGACGCAAGTCTGATGT
GAAATCTCGGGGCTCAACCTCGAAACTGCATTGGATACTGCGTTGCTAGAGGATTGTAGAGGAGACCGGAATTCACGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCGTGAGGAAGAC
CAGTTGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAATTCCTGACGCTGAGGCACGAAGGCGTGGGGAGCAAACG

>0tul97
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTTCTTTTGTCAGGGAAGATGATGACGGTACCTGCAGAA
TAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTATCAAGTCAGGGGTGAAAT
CCCACAGCTCAACTGTGGAACTGCCTTTGAAACTGGTAAGCTGGAGTGTCGGAGGGGATAGCGGAATTGCTAATGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGCAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGCTATCTGGACGACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul98
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGGGAGGAAAGCTTTTCTGCTAATACCA
GAAAGGTGTGACGCTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCACGTAG
GTGGATGAGCAGGTTGGATGTTAAATCCCTGGGCTTAACCTAGGAATGTCATTCAAAACCACTCACCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tul99
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCAAGGGAAGAAAAGATATGGGTTAATAGCC
TATGTTGCTGACGGTACCTTGATAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGG
CTGTTTGGCAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCGTTTGAAACTGCCAGACTAGAATAGGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAATACCAATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATCATATTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu200
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAACGGTCTGGGTTAATACCC
TGGGCTAATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTTTGTAAGACAGGCGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCGCTTGTGACTGCAAGGCTGGAGTGCGGCAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu201
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAAAGAGTTGGTGTTAATAGC
GCTGACGGTTGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGCGGTTTGTTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAGACTGGCAGGCTAGAGTACGGGAGAGGGCTGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCAGCCTGGCCTGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu202
TCGAGAATCATTGTCAATGCACGAAAGTGCGAACATGCGACGCCGCGTGCAGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTGTCTTGAGGGAACAATAGCACGGGGGTGAATAGC
CCGATGTGTGTGATGGTACTTCAGGAGGAAGTCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGCTTCGTATGTCGGATGTGAAATCTCACCGTCCATCGGTGAAACGGCATTCGAAACTGTGGAGCTGGAGTACAGGAGAGGAGAGCGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCAAGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu203
TGGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACACCGCGTGCAGGACGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACTGCTGTCACGCTATAGGAACGTGCTTCGGCACTTGACC
AAAGCGAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGTGCAAACGTTGCTCGGAATCACTGGGCATAAAGCGCACGTAGGCGGCTTCTTAAGTC
GGATGTGAAATCCCCCGGCTCAACCGGGGAACTGCATCCGATACTGGGAAGCTCGAGAATGGTTGGGGTGAGCGGAACTCCAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGA
GGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCACTGGACCATCACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCTAGGGGAGCAAACG

>0tu204
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGTGCGACGCCGTGTGGACGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTCCTTTCGCAAGGGAACAAGAGATAGTGACTAATAATC
ACTAAATTTGAGGGTACCTTGTAAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCATTAATCGGATTTATTGGGTGTAAAGAGCGCGTAGG
CGGGTCAGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGAACTCAATTCCGGAGCTGCATTTGAAACTACTGATCTTGAGGATAGACGGAGAAAACGGAATTCCACATGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATGTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTTTCTAGTTTATTCCTGACGCTGAGGCGCGAGAGCATGGGTAGCAAACA

>0tu205
TGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGTGTGACGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTGTGGGAAGGGAAGAAAATGGCGGGGTAACGCC
CGTTCTTGACGGTACCTTCTTAGAAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGTGCAGGTG
GTCTATCAAGTCAGGTGTGAAATCCCACGGCTTAACCGTGGAACTGCACTTGAAACTGGTGGACTCGAGTGTTGGAGGGGGCAGCGGAATTCCCGGTGTAGAGGTGAAATTCGT
AGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGCCTGGCCAATCACTGACACTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu206
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTATTAGGGAAGAAACGGCCAAAGCTAATACCT
TTGGCAATTGACGGTACCTAAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGG
CGGCTTCTTAAGTCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTCGATACTGGGTGGCTAGAGTTTGGTAGAGGTAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACCAAAACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu207
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCCAGGGAAGATAATGACGGTACCTGGTAAA
GAAGTCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTACGTAGGCGGCTTGTCAAGTTGGGTGTGAAA
GCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCATTCGAAACTGGCTGGCTAGAGATCGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGG
TGGCGAAGGCGACTTACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu208

TGGGGAATATTGGGCAATGGTCGGAAGACTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCTTACGGGTTGTAAACTGCTTTTATCAGGGAAGAAAAAGG CCATGCGTGGCA
AATTGCCGGTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCT
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TTATAAGTCAGCGGTGAAAGTTTCAGGCTCAACCTGGAAATTGCCATTGATACTGTATAGCTTGAGTGCGTTCTGGGTACATGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
CCATAAGGAACACCGATAGCGTAGGCATTGTACTGGGACGTAACTGACGCTGATGCACGAAAGCATGGGGAGCGAACA

>0tu209
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGGGAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGGGGAAGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTCCTTTTATACAGGAAGAAACCTCTTCATTTATGAGT
GAGCTGACGGTACTGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGG
GCATTTAAGTCAGTGGTGAAATCAACGGGCTCAACCTGTTAACTGCCATTGATACTGGATGTCTTGAATATGAGAGAGGCAGGCGGAATGTTGCATGTAGCGGTGAAATGCTTAG
ATATGCTACGGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTTGCTATTTCATTATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu210
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTAAGCTGGGAGGAAGGCCTTGAGGTTAATACCC
TTAAGGATTGACGCTACCAGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGG
TGGATTGTTAAGTTGGATGTGAAACCCCTGGGCTTAACCTGGGACGTGCATCCGATACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGAAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGACTGATACTGACACTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu211
TGGGGAATATTGGGCAATGGACGAAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGAATGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTATAAGGGAAGAAACCCCTCTACGTGTAGAG
GGCTGACGGTACCTTATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAT
TACTAAGTCAGTGGTGAAAGCCTGTAGCTTAACTACAGAACTGCCATTGAAACTGGTAATCTTGAGTATAGTTGGGGTAGATGGAATGTTGCATGTAGCGGTGAAATGCTTAGAT
ATGCAACAGAACACCAATCGCGAAGGCAATTTACTAAACCATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu212
TGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTGTCAAATGGGAAGAACGGCGTAGAGTCGAATAG
GCTTTGCGTTTGACGGTACCATTAAAGGAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGCGGGTTTTTAAGCCAGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCGAAACTGCGTCTGGAACTGGAAACCTAGAATCTCGGAGGGGGAAGGAGAATTTCGCATGTAGGGGTAAAAT
CCGTAGAGATGCGAAGGAACACCAGAGGCGAAGGCGCCTTCCTGGACGAGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu213
TGAGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTGTCTGAGGAATAAGCCTGGGAGGGAATG
CCCGGGTGATGACGGTAAGACAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTA
GGCGGATACGCAAGTCTGGTGTGAAAGACCGCAGCTTAACTGCGGGAGCGCGCTGGAAACTGTGTATCTTGAATCCTTGAGGGGAAACTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAAT
CTGTAGAGATCAGGAAGAACATCAGTGGCGAAGGCGAGTTTCTGGCAAGTGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu214
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAATCGTGAAGATAATGACGGTAGCGATAGAA
GAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCGAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTTTGTAAGTCAGAAGTGAAA
GCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCTTTTGAAACTACATTACTAGAGTATGGTAGAGGTTGGGAGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAATACCAGTG
GCGTAGGCGCCCAACTGGACCAATACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu215
TGGGGAATCATTCACAATGCACGAAAGTGTGATGATGCGACGCCGCGTGAAGGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAACTTCTGTCAGAAGGAAAGAACAGGCCCGGGGTGAATACC
CCCGGGTTTTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGCCTTGTGTGTCAGATGTGAAAGCCCATGGCTCAACCATGGGACTGCATTTGAAACTGCAGGGCTTGAGTATCGGAGAGGTATGTGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCAAGAAGAACACCGGCGGCGAAAGCGGCATACTGGACGAATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCCAGGGGAGCGAACA

>0tu216
TCGAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGTGGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACATCTGTCGTAGGGGAGGAAATTTTGACCGATCCTAGGA
GGAAGCACAGGCTAAATTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAATTGTGCGAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGACATGTAGGTCAGGTGTGAA
ATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCGCTTGAAACCACACGTCTTGAGGAGGTCAGAGGAGAGCGGAACTGATGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCATCAGGAACACCG
GTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGGACCTTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tu217
TGAGGAATATTGGGCAATGGACGGAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTCTGAGGGAAGAAAGATGAGAGTTTACTTTC
AGTTGACGGTACCTCAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCC
AGATAAGTCAGTGGTGAAAGTTTGCCGCTCAACGGTAGAATTGCCATTGATACTGTTTGGCTTGAATCAGGCTGAGGATAGCGGAATGAGACATGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATGTCTTAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTATCTAGACCTTGATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu218
TGGGGAATATTGCGCAATGGACGAAAGTCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
AAAGAAGAAGCACCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTATCGCGTCGGGTG
TGAAAACTCAGGGCTTAACCCTGAGCCTGCACTCGATACGGGTTTACTTGAGGACGGCAGGGGAGACTGGAACTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAAGAACA
CCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGCTTCTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu219
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCACGCGACGATAATGACGGTAGCGTGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACATTTAAGTCGGGGGTGAAA
GCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTCCGATACTGGGTGTCTAGAGACCGGAAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGCTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu220
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACTGCATGGATTCGAATAG
GGTCTGTGTTTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGCGGCCTTTTAAGTCAGGTGTGAAATCCCACGGCTTAACCGTGGAACTGCACTTGAAACTGGGAGGCTGGAGTACGGGAGAGGGCGGCGGAATTCCCGGTGTAGGAGTGAAA
TCCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCGCCTGGACCGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu221
TCGAGAGGCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTCCTTTCGGCTGGAAGAAAAGCCCTTGTGGTGAACTTG
GGTGTGATCGACCAGCGGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCGAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCTGC
CGGGCAAGTCTGGTGTGAAAACGCTACCGCTTAACGGAGCGATTGCGCTGGAAACTGCTCGGCTTGAGTGCAGAAGAGGCAAGCGGAATACCTGGTGTAGCGGTGGAATGCTC
AGATATCAGGTGGAACACCGGAGGCGAAGGCGGCTTGCTGGTCTGTTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu222
TGAGGAATCTTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGTGGGATGAAGGCGCTCTGCGTCGTAAACCACTGTCAGACCCTCGAACCAACGATCAGGGTCAGAG
GAAGGGCCGGCTAAACTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGTGGCCCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTGAAGCGTGCGCAGGCGGACCATCAGGCGTCCCGTGAAA
TGCCCCGGCTCAACCGGGGAATGGCGGGGCGAACCGTTGGTCTTGAGGCAGGTAGGGGGGCGCAGAACTGTCGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGACAGGAATGCCG
AAGGGGAAGCCGGCGCCCTGGGCCTGTCCTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu223
TAACGAATCATTCACAATGGGGGCAACCCTGATGGTGCAATGCCGCGTGGGGGATGAAGGTTCTCGGATCGTAAACCCCTGTCACCAGGGACTAAACCCAAGGTTCATAGCCTTG
GCTGAATTAACCTGGAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGGCGGAC
TGGTATGTCAGGTGTGAAATCCCGGGGCTTAACCCCGGAACTGCGCCTGAAACTACCGGTCTTGAGATTCGGAGAGGTGAGCGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATCTGGAGGAACACCCATGGCGAAGGCAGCTCACTGGACGAAATCTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAAAG

>0tu224
TGGGGAATATTGCGCAATGGTCGAAAGACTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGAGGAAGCCCCTAGGGGTGTAAACCACTGTCAGGAGGGAAGAACCCCGTGCATTCGAATAG
GGTGTGCGGTTGACGGTACCTCCAGAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGCGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGTGC
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AGGCGGCCCTTTAAGTCTTTTGTGAAATTCCGGAGCTCAACTCCGGACCTGCAAAGGATACTGGGGGGCTAGAGACCGGTAGAGGCTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAA
TGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTAGCTGGGCCGGGTCTGACGCTCATGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu225
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCGATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAGGAGTTGCGATTGAATAGG
TCGTGACGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATAATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGTGGTATCTTAAGTGGTATGTGAAAGACCGGGGCTTAACCTTGGGAGGTCATATCATACTGGGATGCTAGAGGACAGTAGAGGAAGGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATCGGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACCTTCTGGGCTGTTCCTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu226
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAAGGGGTTGTTGTTAATAGTA
GCAATCTTTGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGCTTTTTAAGTCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTCGATACTGGAAAGCTAGAGTACGTGAGAGGGGGGTAGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATTTGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGCTCGATACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu227
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGTTAAGTCGAGGGTGAAA
TCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTCGATACTGGCGATCTTGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu228
CGACGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGACGAAGGTCCTAGGATTGTAAACCCCTTTTGCGAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACCTCGC
GAATAAGACACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGTCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCCCGCAGGCGGCTCGGCAAGTTTCGGGTGA
AATCTCCTGGCTCAACTGGGAGGGGTCTCGAAAAACTATCGGGCTTGAGGCAGGGAGAGGGAAGCAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAATACC
AGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGCCCTGTCCTGACGCTCAGGGGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACG

>0tu229
TGGGGAATATTGGTCAATGGACGGAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGACGAAGGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTGTATAGGAAGAAACGCTCCGACGTGTCGGA
GTTTGACGGTACTATAAGAATAAGGATCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGATCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGGCC
CGATAAGTCAGTGGTGAAAGCCGACAGCTTAACTGTCGAACTGCCATTGATACTGTTGGGCTTGAGTATAGTTGAGGTTGGCGGAATGTAACATGTAGCGGTGAAATGCTTAGAT
ATGTTACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTGACTAAGCTATTACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACA

>0tu230
TGAGGAATCGTGCGCAATGGACGAAAGTCTGACGCCGCGACACCGCGTGGAGGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAACTCCTTTTATGAGGGAACAAGTTCTGAGTGTACCTCATG
AATAAGCACCTTCCAACTACGTGCCAGAAGAATCGGTGATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGATGCGTAGGCGACTTAATAAGTCTCTAGTGAA
AGCTTTCAGCTCAACTGAAAAAACATTAGGGAAACTATTTTGATTGAGGCACAGAGAGGAGAAGGGAATTCCTGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCAGGAGGAACACCAA
TTGCGAAGGCACTTCTCTGGCTGTGACCTGACGCTAAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAATG

>0tu231
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCGCTTTTCCTCGTGACGATGATGACGGTAGCGAGGGAA
TAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCGAGCATAGTCGGGTGTGAAA
GCCCCGGGCTTAACCTGGGATGTGCACTCGATACTGGCTTGCTAGAGTTCGGGAGAGGTCAGTGGAATACCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGTGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTGACTGGACCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu232
TGGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAAAACAGGTTGGTTAACTGCC
GACCTGCTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
CGGCAGGGTCAGTCCGATGTCTAAACTTGAGGCTCAACCTGAAGACGCATCGGAAACTGCCCGGCTTGAGTGCAGGAGAGGGGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu233
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGATCTTTCAGATGGGAAGATAATGACGGTACCATCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGAAAGTCAGAGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACGGCCTTTGAAACTCCTGGTCTTGAGGTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu234
TCGAGAATCATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGACGGCCCTCGGGTTGTAAACTCCTGTCAAGTGGGAACAAGAAAGTGATAGTACCACTA
GAGGAAGAGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTCTCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCGGTGTAAGTCGAGTGTG
AAATTTCGGGGCTCAACTCCGAAACTGCACTCGATACTGCATCGCTCGAGGATTGTAGAGGAGTGTGGAATTCTTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCAAGAGGAAGACC
AATGGCGAAGGCAACACTCTGGGCAATTCCTGACGCTGAGGCACGAAGGCGTGGGGAGCAAACG

>0tu235
TGAGGAATTTTCCGCAATCGACGAAAGTCGGACGGAGCAACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGTGAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTCAC
GAATAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAACGTTGTCCGGATTCACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGATTGGTAAGTCTGAGGTG
AAAGCTCCCGGCTCAACTGGGAGAAGCCCTTGGATACTGCCAATCTTGAGACACTTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGGAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACC
AGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGGAGTGGTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu236
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCAGGGAAGATGATGACGGTACCTGATGAA
TAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGAGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTACTATAAGTTAGATGTGAAAG
CCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTAAGACTGTAGAACTAGAGGACGAGAGAGGAAAGTGGAATTGTGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCACAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGCTCGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu237
TGAGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGGTGTGAAGATAATGACGGTAACACCAGAA
GAAGCCCCGGCTAAATTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAATGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTACGTAGGCGGCTATGCAAGTCAGAAGTGAAA
GCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCTTTTGAAACTGCATGGCTAGAATCCGGGAGAGGTTAGCGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAGGAACACCAGT
GGCGTAGGCGGCTAACTGGACCGGTATTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu238
TGGGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCCATCCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTACGGGTTGTAAACTGCTTTTATACACCAAGAAACCCCTCCTCGTGAGGAGG
GCTGACGGTAGTGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGCC
TGTAAGTCAGTGGTGAAAGCCTTCAGCTTAACTGGAGAACTGCCATTGATACTGCTGGCCTTGAATTCGGTTGAAGTGGGCGGAATGTGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TCACACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTCACTAAGCCGACATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu239
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAA
GAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTACTCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTGTAAGTCAGGAGTGAAAT
CCTGGAGCTTAACTCCAGAATTGCTTTTGAAACTACATGGCTAGAATACCAGAGAGGATGGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGTCATCTGGCTGGTTATTGACGCTGTTGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu240
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGTGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCCTAGGGTCGTAAACTCCTGTCATCAGGGAGTAAAGGCTCGCGCAGTAACTG
GCGAGGGTCCTGATAGTACCTGAAGAGGAAGGGACGGCAAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGTCCCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGT
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AGGCGGCAAGGTAAGTCAGATGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCATCCGATACTGCCTTGCTAGAGTATTGGAGGGGAGTCTGGAATTCTCGGTGTAGCAGTGAAA
TGCGTAGATATCGAGAGGAACACTAGTGGCGAAGGCGAGACTCTGGACAATTACTGACGCTGAGGGACGAAGGCTAGGGGAGCGAAAA

>0tu241
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATCCCGCGTGGAGGATGACGCATTACGGTGTGTAAACTCCTTTTCTGGTAGAAGACGACTGACGGTATACCAGGA
ATAAGAGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCTCGAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGTAGCCGGATCTATAAGTCTGTTTTCAAAT
TCTTTCGCTCAACGAAAGGCAGGGAATAGATACTGTAGATCTAGAGGTTTTTAGAGGTTAGTGGAATTCCCAGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATTGGGAGGAACGCCGAAA
GCGAAAGCAGCTAACTATAATTCACCTGACGGTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tu242
TGAGGAATATTGGACAATGGAGGAAACTCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAATAGTGAAGATAATGACGGTAGCTATAGAA
GAAGCTCCGGCTAAATTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAATGGAGCAAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTACGTAGGCGGATTTGCAAGTCAGGAGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCTCTTGAAACTGCAAATCTAGAATCCTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGCAGATATTCGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCACTGGACAGGTATTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu243
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGTGAGGAAAAGCAGCTGGTTAATACCT
GGCTGTATTGACATTAGCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGG
CGGCTTGATAAGTCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATCCGATACTGTCAAGCTAGAGTGTGGCAGAGGATAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGTCTGGGCCAACACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu244
TGAGGAATATTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCGACGCCGCGTGGAGGAAGACGCCTTTCGGGGTGTAAACTCCTTTTCTCAGGGACGAAGACAGTGACGGTACCTGA
GGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCGCGCCGCGTCGCACGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCGTGCGAAACGGGCGTGCTTGAGGCAGTGAGAGGCGAGTGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAAC
ACCAGAGGCGAAGGCGGCTCGCTGGCACTGACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu245
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAAGAAAAGCCTGGGGCTAATACC
TCCGGGTCTTGACGTTATCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTCAGGTCAGTCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCGATACTGCTTGACTAGAGTGCGGGAGAGGGAAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGCCCAGCACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu246
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCCTTGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGGATGAAAGCGTAAGCTTGACAGAG
CCTCAGAGGAAGCGCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAACTGCGCGAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTACAGGGTGCGTAGGCGGCCCACCAGGTCAG
ATGTGAAATCCCACAGCTCAACTGTGGAACGGCATTTGAAACCGGCGGGCTTGAGTGAACTAGAGGCATACGGAACTTCCGGTGGAGCGGTGAAATGTGTTGAGATCGGAAGG
AACACCAGAGGCGAAAGCGGTATGCTGGAGTTTGTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tu247
CTAAGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTGCCTGAGGAATAAGCCTGGGAGGGAATG
CCTGGGTGATGACGGTAGGGCAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTA
GGCGGAAGTACAAGTCTGGTGTGAAAGACCGCAGCTCAACTGCGGGCACGCGCTGGAAACTGTACATCTTGAATCCTTGAGGGGAAACTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAAT
CTGTAGAGATCAGGAAGAACATCGGTGGCGAAGGCGAGTTTCTGGCAAGTGATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu248
TAACGAATCATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGTCCTCGGATCGTAAACCCCTGTCACCAGGGACTAAACTGCAGGTTCATAGCCTG
CACTGAATTAACCTGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACTGCAAGCGTTACTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCTGCA
TTGTGTGTCAGGTGTGAAATCTCGGGGCTTAACTCCGAAACTGCGCCTGAAACTACAATGCTAGAGTGTTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATCTGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTCACTGGACAACAACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAG

>0tu249
TCGAGAATCATCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGTGCGACGCCGCGTGGTGGATGAAGTCCTTCGGGACGTAAACACCTTTTATGAGGGAGGAAGTTTATTGACGTTACCTCAT
GAATAAGGGGCTCCCAACTCTGTGCCAGCAGGAGCGGTAATACAGAGGCCCCAAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTGTATTAGTCTTGTGTTA
AATATTTGGGCTTAACCCAAATGCTGCATAGGAAACGGTACAACTAGAAGAAGCGAGAGGTGAACAGAACTCACGGTGTAGGGGTGAAATCCGTTGATATCGTGGGGAATACCA
AATGCGAAGGCAGTTCACTGGCGCTCTATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu250
TCGAGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGATGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCCTGGGAACAAGAGAGGATGGCTAACATCC
ATCCAATTTGAGCGTACCAGGTAAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTCATTGGGCGTAAAGAGGGCGTAGG
CGGAAATGTAAGTCAGAAGTGAAATTCCGAAGCTCAACTTCGGAGCTGCATTTGAAACTGCATTCCTTGAGGATAGATGGAGAGAACGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATGTGGAAGAACACCCGTGGCGAAGGCGGTTCTCTAATTTATTCCTGACGCTGAGGCCCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu251
TTTCGAATCATTCACAATGGGGGCAACCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCTCTGTCACCAAGGAGCAACAAGCCGGTTCATAGCCGG
CCCTGAGTTAACTTGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACTGCAAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCCGAT
AGGTGTGTTAGGTGTGAAATCTCGGGGCTTAACCTCGAAACTGCGCCTAAAACTGCCTATCTAGAGTATTGGAGAGGTAAGCGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTTACTGGACAATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAAAG

>0tu252
TGGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTACCTTTGTTAATTGCA
GAGGTAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
CGGTCAAGTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGTACGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCCTGCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu253
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGGGGGACGAAGGCCCTCGGGTCGTAAACCCCTTTCAGCAGGGACGAAAATGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCGGTAAGTCAGATGTGAA
AATCCGGGGCTCAACCCCGGGACGCCATCTGATACTGCTGTGACTAGAGTCCGGTAGAGGAGTGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCGGGAGGAACACC
AACGGCGAAGGCAGCACTCTGGGCCGGCACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu254
TGAGGAATCTTCCGCAATGCACGAAAGTGTGACGGAGCTATGCCGCGTGCCGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACGGCTGTCCTGGGGGACGAAATTTTGACGGTACCCCAGA
AGAAAGTAGTTGCTAACTCTGTGCCAGCAGCAGCGGTAATACAGAGACTACGAGCGTTGACCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCTGATAAGTCATTTGTTAA
ATCTTCAAGCTCAACTTGGAGGCAGCGAATGAAACTATCAAACTAGAGGACGGGAGAGGTAGGCGGAATGCCTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTTAAGATCAGGTAGAACACCA
AAAGCGAAAGCAGCCTACTGGAACGATCCTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAATG

>0tu255
TGAGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGCGGGATGAAGCGGCTTCGCCGTGTAAACCGCTGTCAGGGTGCAGGAACAATGACCACACCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAAACTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGTGGCCCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGATCCGCAAGCATCTCGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAACTGCGGGGTGAACTGCTGATCTTGAGGCAGGTAGGGGTCGATGGAACCATGGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCCATGGGAACGCC
GATGGCGAAGGCAGTCGACTGGGCCTGTCCTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu256
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGCGGGGACGATAATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGTCTAGTCAGGCGTGAA
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AGCCCCGGGCTTAACCTGGGATGTGCGCTTGATACTGGCAGGCTCGAGTCCGGGAGAGGAAAGCGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACCGGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu257
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAAAAGCTTCAGGTGAATAGC
CTGGAGTGTTGACGTTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG
GCGGTTCGTTAAGTTAGCTGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCAGTTAATACTGGCGAGCTAGAATCTGGCAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGGCCAAGATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu258
TGAGGAATATTCCACAATGCGCGAAAGCGTGATGGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAGGGTTTACCAACACCATGAGGAAACCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGCCCGAGCGTTGCGCGGATTCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGACTCGCAAGAACTTTGTGAA
ATCCCACAGCTCAACTGTGGAATTGCTTGGTTAACTGCGGGTCTTGAGCCCGGCAGAGGTCGTCGGAACTGTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTACAGGAACGCCAA
AGGTGAAGACAGGCGACTGGGCCGGTGCTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu259
TGGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAATAAGAGGTGTAGTAACTGG
CACCTCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGACAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGG
CGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTTGAATGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu260
TGGGGAATCATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCCCTGTCATTAGGGAGCAAAAAGCAGGTTCATAGCCT
GCCTTGAGTTAACCTAAAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACTGCAAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCTGT
CAGGTATGTCAGGTGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTTCGGAACTGCGCCTGAAACTACCTGGCTTGAGTCTTGGAGAGGATAGCGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATCGGAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTATCTGGACAAGTACTGACGCTGAGGCACGAAAGTGTGGGGAGCGAAAG

>0tu261
TGAGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGTCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAATGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTATATGGGAATAAACCTCTCCACGTGTGGAGA
GCTGAAGGTACCATATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGTGGAAT
TGTAAGTCAGTGGTGAAATCTTTCGGCTTAACCGGAAAACTGCCATTGATACTGCAGTTCTTGAGTGTGCTCGAGGTAGGCGGAATATGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACATGGAACACCAATAGCGAAGGCAGCTTACCAGATCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu262
TGGGGAATCATTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGTGCGACGCCGCGTGGGGGACGAAGGTCTTCGGATTGTAAACCCCTGTCACCAGGGAAGAAACGTCATTCATTAACAATG
GGTGGCCTGACTTAACCTGGAGAGGAAGCAGTGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGACTGCAAGCGTTATTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGG
CGGTTGCGTGTGTCAGGTGTGAAATCTCGGGGCTTAACCCCGAAACTGCGCCTGAAACTACGTGACTAGAGCATTGGAGAGGGTAGCGGAATTCACGGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGATATCGTGAGGAACACCAGAGGCGAAGGCGGCTACCTGGACAATTGCTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCCAATG

>0tu263
TGAGGAATCTTGGACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGTGATGTCGCGTGAGTGATGAAGGCGTTTTTGTTGTAAAACTCTTTTATCGGAGAAAAAGATGATGGTATCCGAAGAAT
AAGTCCTGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAAGGACTAGTGTTATTCCTATTAATTTGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCTGCCTATTAAGTTAGTAGTGAAATCCC
CAAAAAAGTTGGGAATTGCTATTAATACTGATAGGCTAGAGTTAAAGAGAGGTTAGTAGAATTTCTAGTGTAAGGATAAAATCTGAAGATATTAGAAGGAATCTCAAAGGCGAA
GGCAACTAACTGGCTTTATACTGACGCTGAGACACGAAAGTGTGGGGAGCGAACA

>0tu264
TGAGGAATATTGGGCAATGGGCGCGAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCTTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATATGGGAATAACCTATCCCACGTGTGGGG
TACTGTATGTACCATATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGAT
AAGTAAGTCAGTGGTGAAATACCCGTGCTCAACATGGGGGCTGCCATTGATACTGTTTATCTAGAGTTTAGTTGACGTTGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGAG
ATGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTGACGAAACTGAAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu265
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTTATCAGGAAAGAAACGGCCTGGGCTAATACCC
CATGGCAATTGACGGTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGCTGACTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTCGATACTGGTCGGCTAGAGTCTGGTAGAGGTAAGTGGAATTCCGGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACCAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu266
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAATGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTTCTTTTAGTTGGAAAGATAATGACGGTACCAACAGAA
AAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGATTAGTAAGTTGGGAGTGAAA
GCCCGGGGCTTAACCTCGGAACTGCTTTCAAAACTGCTAGTCTTGAGTGAAGTAGGGGATGATGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCTTAGATATTAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGTCATCTGGACTTCAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu267
TGAGGAATATTGGGCAATGGACGCAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACAGCCTTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATCAGGGAATAAACCCCCGGTCGCGCACCG
GGGCTGAAGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGG
GTTTGTAAGTCAGCGGTGAAATCCTACGGCTCAACCGTAGAACTGCCATTGATACTGCAGACCTTGAGTGTATTTGAAGTGGGCGGAATGTAGCATGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATGCTACAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTCACTAAACTACAACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu268
TAACGAATCTTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTGCTGTCAGGGTTTAGGAACACAATGACCAGACCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGCTCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTGCGTAGGCGGATCCGCAAGTACTTTGTGAAA
TCCCACAGCTCAACTGTGGAACTGCTTGGTAGACTGCGGATCTTGAGATCGGTAGGGGTCGTCGGAACTCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTAGAGGAACGCCAAA
GGGGAAGCCAGACGACTGGGCCGATTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu269
TGAGGAATATTGGACAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATTTAGGGATAAACCCCCCGACGTGTCGGG
GGCTGAAGGTACTAAATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGAC
GTATAAGTCAGTGGTGAAATCCCATCGCTTAACGATGGAACTGCCATTGATACTGTATGTCTTGAATTCGGTCGAAGTAGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTTACTAGGCCTGAATTGACGCTCATGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu270
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGGCGGGGACGATAATGACGGTACCCGCAGA
ATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTGTAAGTCAGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTTTGATACTGCAAGTCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu271
TGGGGAATCATTCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGTGCAATGCCGCGTGGGGGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAACCCCTGTCACCAGGGACTAAACCGACGTGAAGAGCGTCG
CTGAATTAACCTGGAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGCCA
AGTGTGTCAGGTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTCCGGAACTGCGCCTGAAACTACTTGGCTTGAGACTCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCTGGAGGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTACTGGACGAGATCTGACGCTCAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAAAG

>0tu272
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGTGGGAAGACGGCTTTCGGGTTGTAAACCACTTTCAGGGGGGACGAAGCTTCCGGGGTTAATAGC
CTACGGGGTGACGGTACCCCCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCGTGTAG

185



GCGGCTTGGTAAGTCTGGTGTGAAACCTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCACTGGATACTGCCTCGCTTGAGTCCGGGAGGGGAGAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATG
CGCAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGAACGGTACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu273
TGAGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAGGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTTGCTGAGGAATAAGCCTGGGAGGGAATG
CCTGGGTGATGACGGTAAGCAAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCACGCA
GGCGGCTTTGTAAGTCTGGTGTGGAAGACCGCAGCTTAACTGCGGGAACGCGCTGGAAACTATAAAGCTTGAGTTTAAGAGGGGAAACCGGAATTCCAGGTGTAGGGGTGAAA
TCTGTAGATATCTGGAAGAACACCAGCGGCGAAGGCGGGTTTCTATCTAGAAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tu274
TGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCCCTGTCGGGAGGGAAGAACAACCGGCGAATTAATAC
GTCGTCGGCCTGACGGTACCTCCTAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGTGTA
GGCGGCTTCTTAAGTCTGGTGTGAAAGCCCGGGGCTCACCCCCGGAAGTGCACTGGAAACTGGGAAGCTAGAGTACCGGAGAGGAGGGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCCTCTGGACGGATACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu275
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGTAAA
GAAACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCCTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu276
TGGGGAATCTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCACGCCGCGTGACCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGGTCTTTCAGCGGGGACAATAATGATGGTACCCGCAGAA
GCAGGAGCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGCTCCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAGTGTAGGCGGTCTGTCAAGTCGATTGTGAAAT
CTCCCGGCTCAACTGGGAGGGTGCGGTCGAAACTGACAGACTAGAGTTCGGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGT
GGTGAAGACGGCTCTCTGGATCGATACTGACGCTGAGACTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu277
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGAGAA
TAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTTTAAGTCAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCCTTGAAACTGGGAAGCTAGAATCTTGGAGAGGCGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCGCTGGACAAGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu278
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGTGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCACTTTCAGGAGGGAAGAAGCGTTTGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGGTAAGTCGGGT
GTGAAATCTCAGGGCTCAACTCTGAAACTGCACCTGATACTGTCAGACTTGAGGCAGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC
ACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCTGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu279
TGAGGAATATTGCACAATGGAGGAAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCAGGAAGAAGGTCCTATGGATCGTAAACTGCTTTTATTCGGGACGAATGGGAAGGTTTCGACCTT
GAGTGACGGTACCGATTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGG
TTTTTAAGTCTGGGGTGAAAGTCTGCGGCTCAACCGTAGGATTGCCTTGGATACTGGAGACCTTGAGTGTAACAGAGGCCGGTAGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATCACGAAGAATACCAGTGGCGTAGGCGGCCGGCTGGGTTACAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu280
TGAGGAATATTGCACAATGAGCGAAAGCTTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGCGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCCCTTTTCTAGGTGACGAGAACGGACGGTAGCCTAGG
AAGAAGTGTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAGTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGATTGTTAAGTCATCTATGAA
AGCTCCTGGCTAAACTGGGAGAGGCTGGATGATACTGGCGGTCTAGAGAGAAGCAGAGGAAGGTAGAATTCCGCGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAATACCA
GTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGGCTTCAACTGACGCTGAGACGCGAAAGCATGGGTAGCGAACG

>0tu281
TGAGGAATATTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATGCCGCGTGAAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTTCTGTCAGGATATAGCAACACAATGAGCAAGTCCAAA
GGAAGAGGCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCCTCAAGCGTTAATCGGAGTTACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGTCCTGCAAGTGCCTTGTGAAA
TCCCACGGCTCAACCGTGGAATTGCTTGGTAGACTGCAGGACTTGAGGTTGGTAGGGGTCGCTGGAACTCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTAGAGGAACACCAAA
CGTGAAGACAGGCGACTGGGCCAATTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACG

>0tu282
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTTAGTGAGGGGTGAAA
TCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTCTCATACTGGCAATCTCGAGTTTGGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCAAAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu283
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCCCTTTCAGCAGGGACGAAACTGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCGGTAAGTCGGATGTGAA
AGTCCAGGGCTCAACCCTGGGAAGCCATCTGATACTGCTGTGACTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
AGCAGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu284
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCAGGGAAGATAATGACGGTACCTGCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGATTGGCAAGTTGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTTAACCCCGGAACTGCCTTCAAAACTGCCAGTCTTGAGGCCGGAAGAGGTAAGGGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGCCTTACTGGTCCGGTCCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu285
TCGAGAAGCTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGCATCTTTGGTGTGTAAACCTCTTTCGGCCGGGAAGAAGGCCTGGATGGTGAATC
CGGGTTTGACGGTACCGGCAAAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCGAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGC
GGCCTGATCAGTTTGGTGTGAAAACGCTACCGCTTAACGGAGCGAATGCGCTGAATACTGTCAGGCTTGAGGGCTGGAGAGGCGAGCGGAATGAGTGGTGTAGCGGTGGAATG
CGTAGATATCACTCGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCGCTGGCCAGCATCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu286
TGAGGAATATTGGGCAATGGTCGAGAGACTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCTTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTAAGGGACTAACCTGCACTACGTGTAGTG
CACTGCATGTACCTTACGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGC
TAGTAAGTCAGTGGTGAAATACCTGTGCTCAACATGGGGGCTGCCATTGATACTGTTAGTCTTGAGTTTAGTTGACGTTGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGAG
ATGACACAGAACACCGATAGCGAAGGCAGCTGACGAAACTAAAACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu287
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTGTCGGGAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTCCC
AAGAAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGGACGCAGGCGGCTTGTCAAGTCAGGTGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGAATTGCACTTGAAACTGGCAACCTGGAGTACGGGAGAGGAGAGCGGAATTCCTGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATCAGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu288
TGAGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCAGGAAGAAGGTCCTATGGATCGTAAACTGCTTTTATTCGGGAAGAATGGTTGGCTTTCGAGCTG
ATTTGACGGTACCGATTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGC
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CTTTAAGTCTGGGGTGAAATGCTGCGGCTCAACCGTAGCACTGCCTTGGATACTGGAGGTCTTGAGGGTAACACAGGCCGGTAGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATCACGAAGAATACCAGTGGCGTAGGCGGCCGGCTGGGTCACAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu289
TGAGGAATCTTGCGCAATGGAGGCAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCCGGAAGACGGCCCTATGGGTTGTAAACGGCTTTTGATTGGGAAGAAAGGGTGGGTTTTGACCTG
TTTTGACGGTACCGATTGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCTGGC
TCTTAAGTCTGAGGTGAAATCTTGCCGCTTAACGGTAAAATGGCCTTGGATACTGGGAGTCTTGAATCTGACAGAGGTCGGTGGAATTCGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATTACGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCGGCTGGGTCAGTATTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu290
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAAAGCCTGAACCAGCCATCCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTCTACGCCAAGAAACGGCCCTACGTGTAGGG
CACTGACGGTAGCGTAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGATTCATTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGGG
AAAGTAAGTCAGTGGTGAAAAACTGCCGCTCAACGGTAGTCGTGCCATTGATACTGCTTTTCTTGAGTTTGGATGAGGTAGGCGGAATGTGCAGTGTAGCGGTGAAATGCATAG
ATATTGCACAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTTACTAATCCACGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu291
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAAGTTGTGAAGAAGGCTGGCGGCCTAATAAGT
CGTCGGATTGACATTAGCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
TGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCACCTGATACTGGCAGGCTAGAGTATGGTAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTCCTGGACTAAAACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu292
TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATTCCGCGTGTGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGAAAGAAATGGCCCGGGCTAATACCC
TGGGTGGATGACGGTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAATGGCATTTTTAACTCCCGGACTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATG
CGTAGAGATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu293
CCGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACACCGCGTGTGGGAAGAAGCTCTTCGGAGTGTAAACCACTGTGGCGGGGGATGAAATTTTGACAGTACCCCGC
TAGAAAGCACCAGCTAACTACGTGCCAGAAGCTTCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTCCGTCGGCGTTTTGGTAAGTTTCTTGTCCA
ATACTGGGGCTCAACTCCAGAAAGGCACGAAAAACTGCCAAAATAGAGTCTGTTCGAGGAAGCTAGAATTCTTGGTGGAGGGGTGAAATCCGTAGATATCAAGAGGAATACCGC
GCGCGAAGGCAGGCTTCTAGGACACGACTGACGCTCAGGGACGAAAGCTTGGGTAGCAAAAG

>0tu294
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACTGTGAAGATGATGACGGTAACAGTAGAA
GAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCTGTAAGTTAGGAGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCTTTTAAGACTGCAGGACTTGAGGACGAGAGAGGAAAGTGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGCTCGTATCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu295
TGGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGCAGGATGAATGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTATAAGTGATGATTATGACGGTAACTTATGAAT
AAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTCAGACGGAGGATCCAAGCGTTATTCGGAATGACTGGGCGTAAAGAGTTGCGTAGGCGGCACTGTAAGCGTGTGATGAAA
TCATGGGGCTCAACCTCATGGCTATTACGCGAACTGCAGAGCTAGAGCATATGAGGGGTACCTGGAATTCCTAGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATTAGGAGGAACACCAAT
GGCGTAGGCAGGGTACTGGCATATTGCTGACGCTAAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu296
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGCATTTCGGTGTGTAAACCCCTGTTGCCCGGGACGAACCAGCCTTTTCGAGGGCTC
TGACGGTACCGGGTGAGGAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCG
ACTAAGTGTGTGGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGTCTGCCGTGCAAACTGGTTGGCTTGAGCACTGTAGAGGCAGGTGGAATTCCGGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGA
GATCCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCTGCTGGGCAGTAGCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu297
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTCCTTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGATCGGAAAGTTGGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTTCAAAACTATCGGTCTTGAGTTCTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu298
TGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTCAAGTGGGACGAAGTCTTAACGGTTAACAGCC
GTTGAGGTGACGGTACCTAAAGAGGAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGAGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGG
CGGCCACTTAAGTTAGATGTGAAAAACCGGGGCTCAACCGCGGTATTGCATTTAAAACTGGGTGGCTTGAGGGTGAGAGAGGAAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCTCAGACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu299
TGAGGAATATTCCGCAATGCGCGAAAGCGTGACGGAGCAATACCGCGTGGTGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACACCTGTCAGGATCTAGAAACACAATGATCGGATCCAAA
GGAAGGACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTCCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCGGCAAGTGCCTTGTTAA
ATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCTGGGTATACTGCCGATCTTGAGGCCGGTAGGGGCAGTCGGAACTCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCACAGATATCTAGAGGAACGCCAA
AGGTGAAGACAGACTGCTGGGCCGGTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu300
TCGAGAGGCTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGGCGGGAAGAAAAGCCGGTGATTTTCACCG
GTGTGATCGACCCGCGGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCT
GGGCAAGTCTGGTGTGAAAACGCTACCGCTTAACGGAGCGATTGCGCTGGAAACTGCTCAACTTGAGTTCGAGAGAGGTGGACAGAATGCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCTTA
GAGATCAGGCGGAATACCAGAGGCGAAGGCGGTTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACG

>0tu301
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAAGAAAAGCCGCCGGTTAATACC
CGGCAGTCCTGACATTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGTTATGTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATCCAATACTGCATGGCTAGAGTTTGGTAGAGGAGAGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGACCAAAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu302
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGGGAAGAACAGCGTGGGGCTAATATC
CCCGCGTCCTGACGTCACCTGAAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAG
GTGGCCTCGTATGTCGAATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACCGCATCCGAAACTGTGGGGCTAGAGTAAGGGAGAGGGAAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGCCCATTACTGACACTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu303
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGAGAA
TAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTATTCAAGTCGGGGGTGAAA
GCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTCGAAACTAGGTAGCTAGAATCTTGGAGAGGTCAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTGACTGGACAAGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu304
TGAGGAATATTGCGCAATGGAGGAAACTCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCAGGAAGAAGGTCCTATGGATCGTAAACTGCTTTTATTCGGGACGAACGGGCGGGTTTCGACCTG
TTTTGACGGTACCGAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGT
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TTTTAAGTCTGGGGTGAAAGGCAGCGGCTCAACCGTTGGACTGCCCTGGATACTGGAGACCTTGAGGGTGACATAGGCCGGTAGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TATCACGAAGAATACCAGTGGCGTAGGCGGCCAGCTGGGTCACAACTGACGCTGAGGCACGAGAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu305
TGGGGAATATTGGACAATGGAGGAAACTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTGGTGAAGATGATGACTGTAACCACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCTTGTTTAGTCAGAGGTGAAA
GGCCCGGGCTCAACCCGGGAACTGCCTTTGATACTGACAGGCTAGAGTCCGGGAGAGGATAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTATCTGGACCGGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu306
TGAGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGTGGGATGAAGCATCTTCGATGTGTAAACCACTGTCAGGGTTTAGGAACAATGACCAGACCCAAAG
GAAGGGCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGCCCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGCGTACGCAGGCGGCCCTGAAGGCATCGTGTGAAA
TCCCGCGGCTTAACCGCGGAACTGCACGGTGAACCACAGGGCTTGAGGCAGGTAGGGGTCAGTGGAACCATGAGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATTCATGGGAACGCCAA
TGGCGAAGGCAGCTGACTGGGCCTGTTCTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu307
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGAGTTATAAGGTTAAGAGC
TGTATAACTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GTGGTATGGTAAGTTATCTGTGAAATTCCCGGGCTTAACCTGGGGCGGTCAGATAAGACTGCTGTACTTGAGTATAGGAGAGGGTAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGCCTAATACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu308
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGACTGACGCAGCGACGCCGTGTGTGGGATGAAGCCTTTCGGGGTGTAAACCACTGTCAGGAGGGAAGAATGGCATACGTTCGAACAG
GGCGTATGATTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGCGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCATTTAAGTCTTCTGTGAAAACCCGGAGCTCAACTCCGCGGAATGCAGAAGATACTGGAAGACTAGAGATCGGTAGAGGCTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGACTAGCTGGGCCGAGTCTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu309
TGAGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAATGATGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGTTCTTTCACCTGTGAAGATAATGACGGTAGCAGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTCTTTAAGTAAGGTGTTAAAT
CCCTGGGCTCAACCCAGGAAGTGCGCTTTAAACTGAAGAGCTAGAGTGCGGGAGAGGATAGTGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGA
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCCGCAACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu310
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGAACTGACGGTACCAGAG
GAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTAATTAAGTCTGTTGTTA
AAGCTCAGGGCTCAACCCTGAATCGGCAATGGAAACTGATTGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACC
AGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAG

>0tu312
TGGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACACCGCGTGATTGATGACGCCCCTTGGGGTGTAAAGATCTTTTCTGAGGGAAGAATTATGACGGTACCTTAGGA
ATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCTGTTTATTAAGTAGGATATTAAA
GCCAATAGCTCAACTATTGTTCAGTATCCTAAACTGATAAGCTAGAGACTCATAGAGGTATGTGGAATTCTGCATGTAGGGGTAAAATCCGTAGATATGCAGAGGAACACCAAAA
GCGAAAGCAGCATACTGGATGAGTTCTGACGCTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu313
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGGTGGGACGATGATGACGGTACCACCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACCTTTTAGTCAGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCCTTGATACTGGAGGTCTTGAGTCTGTGAGAGGGTGGCGGAATACCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGTAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCCACCTGGCACAGTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu314
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGCAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCCTTGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGGATGAAAGCGAAAGCTTGACAGAG
CCTCAGAGGAAGCGCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAACTGCGCGAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTACAGGGTGCGTAGGCGGCCGGTCAGGTCCG
ATGTGAAATCCCCCAGCTCAACTGGGGAATGGCATTGGAAACCGATCGGCTTGAGTGAGCTAGAGGTGCACGGAACTTCCGGTGGAGCGGTGAAATGTGTTGATATCGGAAGG
AACACCAGAGGCGAAGGCGGTGCACTGGGGCTTGTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAGGGGAGCGAACG

>0tu315
TGAGGAATAATGCACAATGGAGGAAACTCTGATGCTGCAACGCCGCGTGCGGGATGAAGGGGCTCTGCCTTGTAAACCGCTGTCAGCATAGAAAAAAAGTCCCCTTGGGGGACT
GGGATTGTATATGCGAAGGAAGGATCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGATCCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGTGCGCAGGCGGGTT
TGTGCGTCAGGGGTTAAAGACCACAGCTTAACTGTGGGAGTGCCTCTGATACGGCGAATCTTGAGTGTGAGAGAGGAAAGTGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAT
ATCAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGCTCAATACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu316
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCACGCCGCGTGGGTGACGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTCACCGGGGACGATGATGACGGTACCCGGAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCTGTCGCGTCGGAGGTGAA
AGCCCGGGGCTCAACCCCGGAAGGTCCTCCGATACGGGCGGGCTCGAGTTCGGAAGAGGAGAGCGGAATACCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAGGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCCGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu317
TGGGGAATCATTCACAATGCACGAAAGTGTGATGATGCGACGCCGCGTGAAGGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAACTTCTGTCAGAAGGAAAGAACAGCCTGTCGGGTAATACC
CTTCAGGTCTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGTTTCGTGTGTCAGATGTGAAAGCCCATGGCTCAACCATGGAATTGCATTTGAAACTGCGGAACTTTGAGTATCGGAGAGGTATGTGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCAAGAAGAACACCGGCGGCGAAAGCGGCATACTGGACGAATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCCAGGGGAGCGAACA

>0tu318
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGATTGTAAAGCCCTTTCGGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCTTGTCAGTCAGGCGTGAA
ATTCCTGGGCTCAACCTGGGGACTGCGCTTGATACGGCAGGGCTAGAGGATGGAAGAGGCTCGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCGAGCTGGTCCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu319
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTTGGGAAGATAATGACGGTACCAACAGAA
GAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTAGTAAGTTGGAAGTGAAA
GCCCAGGGCTTAACCCTGGAATTGCTTCCAAAACTACTTTACTTGAGATCGATAGGGGATATTGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCTTAGATATTAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGAATATCTGGGTCGAATCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu320
CGACGAATCTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAAGGATGAAGCCCCTCGGGGTGTAAACTTCTGTCAGGGTTCAGAAACGACTGATCGGACCCAAAG
GAAGGGCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGCCCGAGCGTTGCGCGGAATTACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGACTCGCAAGTACCTTGTGAAA
TGCCACGGCTTAACCGTGGAACGGCTGGGTAGACTGCGAGTCTTGAGCCCGGCAGAGGCCATCGGAACTCTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTAGAGGAACGCCAA
AGGTGAAGACAGATGGCTGGGCCGGTCCTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu321
TGAGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCGGAAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTACGTGAGGAATAACCACAGGAGGTAATG
CCTGTGGGATGACGGTAGCGTAGGAATAAGCCCCGGCCAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTA
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GGCGGCCATGCAAGTCTGGTGTGAAAGACCGCAGCTTAACTGCGGGAGCGCGCCGGAAACTGCATGGCTTGAGTTCTGGAGGGGGAGTTGGAATTCCAGGTGTAGGGGTGAAA
TCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACTCCTGGCCCTGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu323
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGAGGAGGAGGGTTGATTGGTTAAGAGC
TGATTGATTGGACGTTACTCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGTTTATTAAGTTGTATGTAAAATGCCAGGGCTTAACCTTGGGAGGTCATACGATACTGGTAGACTTGAGTACGGGAGAGGGCAGTGGAATTTCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCGGAAGGAACATCGGTGGCGAAGGCGGCTGCCTGGCCTGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu324
TGAGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCAGGGAAGATAATGACGGTACCTGAGGA
ATAAGTCTCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGAGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGTGGTTCGTTAAGTCCGATGTGAAA
TCTCCCGGCTCAACTGGGAGGGTGCGTTGGATACTGGCGGACTTGAGGGCATCAGGGGAGAGCGGAATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGGGTGCACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu325
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATACCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTAGTGGAGAAGATAATGACGGTATCCACAGAA
AAAGTCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGGACTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTTCAACAAGTTGGGAGTGAAA
TCCCGGGGCTTAACCTCGGAATTGCTTTCAAAACTGTTGGACTAGAGTATGGTAGGGGATGATGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCTTAGATATTAGGAGGAACACCGGAG
GCGAAGGCGATCATCTGGGCCAAAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu326
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACCGACGAAGCGAAAGTGACGGTAGGT
GCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGGA
GTGAAAACTCAGGGCTCAACCCTGAGCGTGCTTCCGATACGGGCAGACTAGAGGTATGCAGGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCATTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACA

>0tu327
TGAGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGATTTAGGTCTGTAAACTCCTTTTGCCAGGAAAGACTTAGGACGGTACCTGGCGA
ATAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGTCTGTTAAGTGTGGGGTGAA
ATTTCCAGGGCTCAACCCGGAAACTGCCTTGCAAACTGGCAGACTAGAGGAAGGAAGAGGTGAATAGAATTCCCGGTGTAGGGGTGACATCCATAGATATCGGGAGGAATACC
GAAAGCGAAGGCAGTTCACTGGTCCTTTCCTGACGCTCAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu328
TGAGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGCGGGATGAAGCGGCTTCGCCGTGTAAACCGCTGTCAGGGTGCAGGAACACTGACCACACCCAAA
GGAAGGGCCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGCCCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGACCGGTAAGCATCTTGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAATTGCAGGGTGAACTATCGGTCTTGAGGCAGGTAGGGGCCGACGGAACTGTAGGTGGAGCGGTGAAATGCGTTGATATCTACAGGAACGCCA
ATGGCGAAGGCAGTCGGCTGGGCCTGTCCTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCGAACG

>0tu329
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGGGAGGAAACGTTTCGGGTGAATAATC
CGGATCACTGACGTTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GCGGTTCGTTAAGTTAGCTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTTGATACTGGCGAGCTAGAGTCTGGCAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGGCCAAGACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu330
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAACGGGTGATGGTCTAATAG
GCCGTCATTTTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTA
GGCGGCCTTGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCCTTTGAAACTGCATGGCTTGAATCCTGGAGAGGGTGGCGGAATTCCTGGTGTAGGAGTGAAAT
CCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tu331l
TGAGGAATTTTGGTCAATGGGGGAAACCCTGAACCAGCGACGCCGTGTGTGGGATGAATGGGTTACACCCTGTAAACCACTGTCAGATGGGAAAAAAAGAATCTTTGGGGTTCT
GGGATTGTACCATCAGAGGAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTATAAAGGGTGCGCAGGCGGACT
TTTGCGTCGGGGGTTAAAGACCAAAGCTTAACTTTGGGAATGCCTCCGAAACGGGAAGTCTTGAGTGTGAGAGAGGTAGGTAGAATTCATGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCATGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTACTGGCTCAATACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu332
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCCCTTTCGGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCTGTCATGTTAGTTGGGTGTGAA
ACCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCACTCAATACGGCATGACTTGAGGACGAGAGAGGGTGGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCCACCTGGCTCGTTCCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu333
TGGGGAATCTTGTCCAATGGGCGCAAGCCTGAGACAGCCACGCCGCGTGCGGGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGCCAGGTAAGTCGGTA
GTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGAACTGCTTCCGGTACTGCCTGGCTTGAGGAAGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGAGGAA
CACCAGCGGCGAAGGCGGCTCTCTGGGCCTCTCCTGACGCTGAGATGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu334
TGGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCGACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGTTTTCGGATTGTAAAACTCTGTTGTGAGGGAAGAACGTTCAGGAGAGGAAATG
CTCTTGAGATGACGGTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGCGGCTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu336
TGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTACGGGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAACTCCCCCTACGTGTAGGG
GGCTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTCATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGTG
CGTTAAGTCAGGGGTGAAATTTGGCAGCTCAACTGTCAAACTGCCTTTGATACTGGCGCGCTTGAATGTGATTGAGGTAGGCGGAATGCGGCATGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATGCCGCAGAACACCAATAGCGAAGGCAGCTTACCAAGTCATGATTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

>0tu337
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTCGCAGGGGAATAAGAAAGTGAAGGTACCCTG
CAAGAAAGGATCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAGGGATCCTAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGGGTGTAGGCGGCTTCGCAAGTCAGGTGT
GAAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAAGTGCATTTGAAACTGCGGAGCTTGAGTGTGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCTGGTGTAGTGGTGAAATACGTAGATATCAGGAGGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCAACACTGACGCTCAGACCCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu338
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCGCTTTCGCCCACGACGATGATGACGGTAGTGGGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCTGTCCAAGTCGGGTGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCCGGGATGTGCATCCGAGACTGGGCGGCTAGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACCAGCACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu339
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAGCTTCCGGGGTTAACAGC
CTACGGGGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCGTGTAG
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GCGGCTTGGTAAGTCTGGCGTGAAATCTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGCTGGATACTGCCTCGCTCGAGTCCGGGAGAGGAAAGCGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGCAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGCTCGGTACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu340
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
CCAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGCCGCGTAAGTCGGAT
GTGAAATCCCGAGGCTCAACTTCGGAACTGCATTCGATACTGCACGGCTTGAGGAAGGTAGAGGAGAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCAGCTCTCTGGGCCTCTCCTGACGCTGAGATGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu341
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCGACTCTGCGTGAAGGATGAAGCCTTGTGGGGTGTAAACTTCTTTTCTGGGAGAAGACGAATGACGGTATCTCAGGA
ATAAGAGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCTCGAGCGTTATCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTCTGCAGCCGGATGTATAAGTCTGTCTTTAAAT
ACTCCGATTCAATCGGAGAAAAGGGATAGATACTGTATATCTAGAGGATTTTGGAGGTTAGTGGAATTTCCGGTGGAGCGGTGGAATGCGTTGATATCGGAAGGAATGCCGAAA
GCGAAAGCAGCTAACTATGAAATATCTGACGGTCAGAGACGAAAGCTTGGGGAGCGAACG

>0tu342
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGTTTGTTAAGTCAGAGGTGAAAT
CCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGCCTTTGATACTGGCAAGCTAGAGTCCGGAAGAGGTAAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGGAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTTACTGGTTCGGAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu343
TGGGGAATATTGGGCAATGGGCGGAAGCCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCGTTATGCGTTGTAAACTGCTTTTATACGGGAAGAAAAGGCCCATGCGTGGGA
AATTGCCGGTACCGTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCC
CTGTAAGTCAGCGGTGAAAGTCAGTGGCTCAACCATTGGAGTGCCGTTGATACTGCGGGGCTTGAGTTCGGGAGGGGTACATGGAATTTATGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGA
TACCATAAGGAACACCGATAGCGTAGGCATTGTACTTGCCCGAAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

>0tu344
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGTACTTGAG
GAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCA
AAGACAGTAGCTCAACTACTGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTACGGTAGGGGCGGGGGGATTCCCCGGGGAAGCGGTAAATGGCGTAGATAGCGGAAAAAACAC
CGGGGGGAAAGGCGCTCTGGGGGGCCGTAACTACCACTGGGGGACAAAAGTTAGGGGAGGGATGG

>0tu345
TGGGGAATCATTCACAATGCACGAAAGTGTGATGATGCGACGCCGCGTGAAGGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAACTTCTGTCAGAAGGAAAGAACAGCTTATGGGCGAATACC
CTGTGAGTTTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGCATGGTGTGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGACTGCATTTGAAACTGCCGTGCTTGAGTATCGGAGAGGTATATGGAATTCTTAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTAAGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGATATACTGGACGAATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCCAGGGGAGCGAACA

>0tu346
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAAGGGTTCTTAATTAATACTT
GAGAGCATTGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTGTATAAGTTGGATGTGAAATCCCGGGGCTTAACCTAGGCACTGCATTCAAAACTGTACAGCTAGAGTGTAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu347
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACTGGCGACGATGATGACGGTAGCCAGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCGAGCCGAGTCAGGCGTGA
AAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAAGTGCGTCTGATACTGGTTTGCTTGAGTTCGGGAGAGGAGAGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGACCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu348
TGAGGAATATTGGGCAATGGGCGAAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTCTGGGTTGTAAACTGCTTTTATATGGGAATAAACCCCCCGACGTGTCGGG
GGCTGAAGGTACCATATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGAA
GATTAAGTCAGAGGTGAAATCCTGCAGCTCAACTGTAGAATTGCCTTTGATACTGATTTTCTTGAATATGTACGAAGTGGGCGGAATATGACATGTAGCGGTGAAATGCTTAGATA
TGTCATGGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTCACTAGTCCATTATTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu349
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGAGGAAGAAGGCCTTGGGCTTAATACGT
CCGAGGAAGGACATCACTCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GTGGCGTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACTGTCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu350
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCGTGAAGATAATGACGGTAGCGGGAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTATCCAAGTTGGGGGTGAA
AGCCCGGGGCTTAACTCCGGAATTGCCTTCAAAACTGGATGACTTGAGGCCGAGAGAGGTAAGGGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGCCTTACTGGCTCGGTCCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu351
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACTGGGGAAGATAATGACGGTACCCCGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTCAAGTTGGGGGTGAAA
TCCCGGGGCTTAACCCCGGAACTGCCTCCAAAACTGGATGACTTGAGGCCGAGAGAGGTAAGGGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGCCTTACTGGCTCGGACCTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACA

>0tu352
TCGAGAATCATTCGCAATGGACGAAAGTGCGACGATGCGACGCCGCGTGCAGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTGTCGTGAGGGAACAATAGCGGGACGGTAAATAG
CCGTATCCGTGTGATGGTACCTCAGGAGGAAGCCACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGCGT
AGGCGGCGCCGTATGTCGGATGTGAAATCCCACCGTTCATCGGTGGAACTGCATTCGAAACTGCGGTGCTAGAGTACAGGAGAGGAGAGCGGAATTCTTGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATCAAGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCTGGGGGAGCAAACA

>0tu353
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCACGACGATGATGACGGTAGTGGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCGCGTTGCGTCAGGTGTGAAA
TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCACTTGATACGGGCGTGCTTGAATCCGTGAGAGGTTGGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCCAACTGGCACGGTATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu354
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTTTGAGGGAAGAATTGCTGAAACAGGAAATGG
TTTCAGTTTGACGGTACCTTAAGAATAAGGAACGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGTTCCAAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGGGCGCAGG
CGGATTCGTTAGTCTAAAGTGGAAATCCAGGGCTCAACCTTGGACGTGCTTTAGATACTGCGGATCTTGAGTACGTGAGAGGAAAGCGGAATTCAGGGTGTAGCGGTGAAATGC
TTAGATATCCTGAGGAACACCAATGGCGAAAGCAGCTTTCTGGCACGAAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACG

>0tu355
TGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACACCGTGTGTAGGATGAAGCTTTTCGGAGTGTAAACTACTGTCAGCAGGGAAGATAATGACGGTACCTGCAGA
GGAAGCATCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGATGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTGGCTTAAGTCTAGTGTTAAA
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GCCCGGAGCTCAACTCCGGCATGGCACCGGAAACTGGGTTGCTAGAGTGCAGTAGAGGATGCGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAG
TGGCGAAAGCGCGCATCTGGGCTGTAACTGACGCTAAGGAACGAAAGCCAGGGTAGCGAAAG

>0tu356
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCGTAGGGGAGCAAGTGCTTGGGGGTTCTCCC
CCTTGCTTGAGCGATCCTAGGAGGAAGGACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTCCAAACGTTATTCGGTATCACTGGGCTTAAAGAGTTCGTAGGCG
GCCCTGCAGGTGAGGTGTGAAATCCCTCGGCTTAACCGAGGAACTGCGCTTCAAACCGCAAGGCTAGAGGGAGACAGGGGTAAGCGGAACAGATGGTGGAGCGGTGAAATGC
GTTGATATCATGTGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGAACGAAAGCTAGGGTAGCGAACG

>0tu357
TGAGGAATATTGGTCAATGGACGCAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGGAATAAACCCTCGCTCGTGAGCGA
GGCTGAAGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGAT
AATTAAGTCAGAGGTGAAATCCTGCAGCTCAACTGTAGCATTGCCTTTGATACTGGTTGTCTTGAGTATATTTGAAGTGGGCGGAATGTGTCATGTAGCGGTGAAATGCATAGATA
TGACACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTCACTAAGATAATACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCAAACA

>0tu358
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCTGCGTGCGGGATGAAGGCCCTTGGGTTGTAAACCGCTGTCAGAGGGGATGAAAGCGCAAGCTTGACAGAG
CCTCAGAGGAAGCGCGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAACTGCGCAAACGTTATTCGGAATCACTGGGCTTACAGGGTGCGTAGGCGGTCCACCAGGTCAGA
TGTGAAATCCCACAGCTCAACTGTGGAACTGCATTTGAAACCGGCGGACTTGAGTAAACTAGAGGCATACGGAACTTCAGGTGGAGCGGTGAAATGTGTTGAGATCTGAAGGAA
CACCAGAGGCGAAAGCGGTATGCTGGAGTGTGTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCCAGGGGAGCGAACG

>0tu359
TCGAGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACCGAGCGACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTGTCAACGGGGAGGAAGTGCAGGAGGGTTCTCCC
TCCTGTTTGACCTATCCGAGGAGGAAGTACGGGCTAAGTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGAACCGTACAAACGTTATTCGGAATTATTGGGCTTAAAGGGTGCGTAGGCT
GCGCGGAAAGTTGGGTGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAATTGCATTCAAAACTACCGTGCTCGAGGGAGACAGAGGTAAGCGGAACTCAAGGTGGAGCGGTGAAATGCG
TTGATATCTTGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTTACTGGGTCTCTTCTGACGCTGAGGCACGAAAGCTAAGGTAGCAAACG

>0tu360
TGAGGAATCTTCCGCAATGCACGAAAGTGTGACGGAGCAATGCCGCGTGTGGGATGAAGCGGTTACGCCGTGTAAACCACTGTCAGGACCTAGGAAGAACTGACCGGGTCCAA
AGGAAGGGCCGGCTAATCTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGAGGCCCGAGCGTTATTCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGTGCGCAGGCGGACCGGCAAGCATGTTGTGA
AATCCCACGGCTCAACCGTGGAATCGCTGTGTGAACTGCTGGTCTTGAGGCGGGTAGAGGTTGTCGGAACGTACGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGTACGGAACGCC
GAAGGTGAAGACAGGCAACTGGGCCCGACCTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu361l
TCGAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGTGGATGAAGCCCTTAGGGGCGTAAACACCTTTTATGAGGGAGGAAGTTTATTGACGTTACCTCA
TGAATAAGGGGCTCCCAACTCTGTGCCAGCAGGAGCGGTAATACAGAGGCCCCAAGCATTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTGTAATTAGTCAGGTGTT
AAATCCTGGGGCTCAACCCCAGAATCGCATTTGAAACGGTTGCACTAGAAGGCGTTAGAGGCAAGCAGAACTCACGGTGTAGGGGTGAAATCCGTTGATATCGTGGGGAATACC
AAATGCGAAGGCAGCTTGCTGGGACGTTCTTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCGAAGG

>0tu363
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCCTAGGGTCGTAAACCGCTTTCAGGGGGGACGAAGCTTCCGAGGTGAATAGC
CTACGGGGTGACGGTACCTCCAGAAGAAGGTCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGACCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGAGCGTGTAG
GCGGCCCAGTAGGTCTCGTGTTAAATCCCGCGGCTCAACCGCGGACCTGCACGGGAAACCCCTGGGCTCGAGTCCGGAAGAGGAGAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGCAGATATCAGGAAGAACACCCGTAGCGAAGGCGGCTCTCTGGGACGGTACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu364
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGTCAGGGAAGAAACGCTCCGGGCCAATACCC
TGGGGTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAG
GCGGTCTTGCAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCACTTGTGACTGCAAGGCTGGAGTGCGGCAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu366
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCACCAGGGATGATAATGACAGTACCTAGAGAA
GAAACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTAGTAAGTCAGAGGTGAAA
TCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGCTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu367
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCAGGGAAGATAATGACGGTACCTGAAGAA
TAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCTAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTGCTACAAGTCAGGGGTGAAA
TCCCAGAGCTTAACTCTGGAATTGCCTTTGAAACTGTAGTGCTAGAGTGTCGGAGGGGATGGCGGAATTGCTAATGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGCAGGAACACCGGT
GGCGAAGGCGGCCATCTGGACGACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGATCAAACA

>0tu368
TGGGGAATATTGGGCAATGGACGAAAGTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCCTATGGGTCGTAAACTGCTTTTATACAGGAAGAAACCTCCGGACGTGTCCGG
ATCTGACGGTACTGTATGAATAAGGATCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGATCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGGA
TATTAAGTCAGTGGTGAAAGCCTACAGCTTAACTGTAGAATTGCCTCTGAAACTGGTATCCTTGAGTGTGGTTGAGGTGGATGGAATGTATCATGTAGCGGTGAAATGCTTAGAT
ATGATACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGTCCACTAAGCCATTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu369
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGTGAGGAAGGCGTTGTAGTTAATAGCT
GCAACGATTGACGTTAGCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG
GCGGCTTGTTAAGCAAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAATTGCATTTTGAACTGGCAAGCTAGAGTTTTGAAGAGGGTGGTAGAATTTCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGTCAATAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu370
TGGGGAATCATCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTGAGGGAAGAACACGTGCCGGTCAAACAG
GCCGGCGCCTTGACGGTACCTCACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
AGGCGGTCTTGTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGCAGGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCCTACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu371
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGTGAGGAAGGCTTGCAGATTAATACTC
TGCGAGATTGACGTTAGCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG
GCGGTTTGTTAAGCTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATTTAGAACTGGCAGGCTAGAGTTTTGGAGAGGGTGGTAGAATTTCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGCCAAAAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu372
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCACGTAGGCGGTATAGTAAGTTGGAAGTGAAA
GCCCAGGGCTTAACCCTGGAACTGCTTTCAAAACTGCTAAACTAGAGATTGATAGGGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCTTAGATATTAGGAGGAACACCGGA
GGCGAAGGCGGCTATCTGGGTCAAATCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu373
TGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCGGGGAAGATAATGACGGTACCCGCAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGGCTGGAAAGTCAGGGGTGAA
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ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGAAACTGCCAGCCTTGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu374
TGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCTCTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGACGAATCTGACGGTACCTGCAGA
AGAAGCCCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCGGTAAGTCGGGTGTGAA
AACTCAGGGCTCAACCCTGAGACGCCACCTGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCGGTAGGGGAGCGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCA
GCGGCGAAGGCGGCGCTCTGGGCCGGTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu388
TGGGGAATCTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCCTGGGAAGATAATGACGGTACCTGGATAA
GAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTATCCAAGTTGGGGGTGAAA
TCCCTGGGCTTAACCCAGGAACTGCCTTCAAAACTGGATGGCTAGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTTCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

>0tu390
TTTCGAATCATTCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGACGCAACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCCCTGTCATCAAGGAGCAAAATTCGGTGAAGAGCCGAC
CTGAGTTAACTTGAAGAGGAAGAGGTGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGACCTCGAGCGTTACTCGGATTCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTCG
GGTGTGTCAGGTGTGAAAGCCCATGGCTTAACCATGGAACTGCGCCTGAAACTACCTGACTTGAGTACTGGAGAGGTAAGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCGGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCTTACTGGACAGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAATG

>0tu413
TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGACCTGACGGTACCAGAG
GAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCTTTTTAAGTCTGTTGTTA
AAGCCCACAGCTCAACTGTGGATCGGCAATGGAAACTGGAGAGCTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACC
GGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATG

Table S6: Sodalinema sp. OTU6-CS3 16S ribosomal RNA, partial sequence

>Sodalinema sp. OTU6-CS3 16S ribosomal RNA, partial sequence
GTGCTACCATGCAAGTCGAACGAAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTACCTTCAGG
ACGGGGACAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCCGATATGCCGAAAGGTGAAATGTTATTTCGCCTGGAGAGGAGCTCG
CGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGCTTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGGGGGAAGAAGGTTTTTGGATTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACAAAATGACGGTACTTGAGGAATC
AGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGT
TCGTAGGCGGCTGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGAGGCTCAACCTCGGGTCGGCAGTGGAAACTGAATAGCTAGAGGT
CGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTG
CTGGGCCGAACCTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACG
ATGGAAACTAGGTGTGGCCTGTATCGACCCGGGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTTTCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
GCAAGTGTGAAACTCAGAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGGCTTGACATGCCGCGAATCTCCTTGAAAGAGGAGAGTGCCTACGGGAGCGCGGACACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCATTAA
GTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCATATGTCC
TGGGCTACCACGTACTACAATGGTCGGGACAACGAGCAGCAACTCGCGA
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