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Resumo

No século passado, as primeiras descricbes de Hepatozoon caimani em
populacbes de jacarés no Brasil correspondiam a observacdes morfolégicas de
gametocitos em sangue periférico. No Pantanal sul-mato-grossense, alguns trabalhos
foram realizados para ampliar o conhecimento do ciclo de vida de H. caimani em
populacBes naturais do jacaré-do-pantanal, Caiman yacare. Diferencas no habito
alimentar e exposicdo a vetores entre jacarés jovens foram consideradas como um
fator médio de risco a infeccbes por H. caimani no Brasil central. A ocorréncia de
anuros e peixes na dieta de jacarés em ambiente silvestre, associada a
susceptibilidade dos animais simpatricos, é registrada por alguns autores como uma
das vias naturais de transmissédo de H. caimani. Atualmente existem muitas hipéteses
de relacdes filogenéticas entre taxa do sub-filo Apicomplexa, baseadas nas analises
de sequencias de rDNA 18S. Entretanto, isso foi realizado somente para algumas
espécies do género Hepatozoon. A auséncia de estudos referentes ao
sequenciamento de nucleotideos de H. caimani para comparagdo genotipica com as
demais espécies e a semelhanca morfolégica de outros géneros de hemogregarinas
ocasionam algumas imprecisfes taxonémicas para a espécie. Embora os resultados
anteriores sobre os ciclos de vida tenham contribuido para elucidar sua biologia, de
modo geral, 0 emprego de estudos baseados em ferramentas moleculares se tornam
fundamentais para aprimorar a descricdo e caracterizagdo de H. caimani nas

populacdes de jacarés.
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Abstract

In the last century, the first descriptions of Hepatozoon caimani in caiman’s
populations in the Brazil corresponded to morphological observations of gametocytes
in peripheral blood. In the region of Pantanal in Mato Grosso do Sul State, some works
have been performed to increase knowledge about the life cycle of H. caimani in wild
population of jacaré-do-pantanal, C. yacare. Differences in the feeding habit and
exposition to vectors between young caimans were considered as one average factor
of risk to infections with H. caimani in the Central Brazil. The occurrence of anurans
and fishes in the diet of caiman in wild environment, associated to susceptibility of
sympatric animals is recorded for some authors as one natural mode of transmission of
H. caimani. Currently there are many hypotheses of phylogenetic relationships
between taxa of the Apicomplexa subphylum, based on analyses to sequences of 18S
rDNA, however, this was only for some species of genus Hepatozoon. Absence of
studies relating to the sequencing of nucleotides of H. caimani for comparison
genotypic with other species associated to morphological similarity of others genus of
hemogregarines causes some imprecisions taxonomic to specie. While previous
results about cycles of life have contributed to explain your biology, altogether, studies
based on molecular tools become essential to enhance the description and

characterization of H. caimani in caiman population.
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INTRODUCAO GERAL

Os Crocodylia modernos diferem pouco entre si ou das formas do Mesozoico, a
maior variagdo inter-especifica observada diz respeito ao formato da cabeca.
Atualmente, apenas 21 espécies sobrevivem, a maioria € encontrada em regifes
tropicais e sub-tropicais, mas trés espécies apresentam distribuicdo que se estende
pela zona temperada. Essas espécies sao divididas em trés familias, Alligatoridae
(Alligator, Caiman, Melanosuchus e Paleosuchus), Crocodylidae (Crocodylus,
Osteolaerus e Tomistoma) e Gavialidae (Gavialis) (Pough et al., 2003). Entretanto,
para Ross et al. (2007), a posicdo filogenética, com base em dados morfolégicos é
incerta, pois colocam a familia Gavialidae como grupo ancestral dos crocodilianos, os
resultados apresentados por filogenia molecular incluem em Crocodylidae.

Crocodylidae apresenta um namero maior de espécies, possuem uma ampla
distribuicdo na Africa, América Central, Asia e Australia. Apesar dessa abrangéncia, a
regido neotrépica apresenta uma diversidade maior de géneros de crocodilianos,
quando comparada com Africa, Asia e Austrélia (Molnar, 1993), sendo 10 espécies
distribuidas em quatro género, Caiman crocodilus Linnaeus, 1756, C. latirostris
Daudin, 1801, C. yacare Daudin, 1801, Melanosuchus niger Spix, 1825, Paleosuchus
palpebrosus Cuvier, 1807, P. trigonatus Schneider, 1801, Crocodylus acutus Cuvier,
1807, C. intermedius Graves, 1819, C. morelettii Dumeril e Bibron, 1851, C. rhombifer
Cuvier, 1807 (Figura 1).

No Brasil, ocorrem seis espécies pertencentes a Alligatoridae, popularmente
chamadas de jacarés, P. trigonatus, P. palpebrosus, M. niger, C. crocodilus, C.
latirostris e C. yacare (King e Burke, 1989; Da Silveira, 2002), das quais apenas as
duas ultimas n&o ocorrem na Amazénia. C. latirostris (jacaré-de-papo-amarelo), além
de ser nativo de regibes de Mata Atlantica no Brasil, ocorre em outros paises, como
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai, com amplitude através das bacias dos rios
Parand, Paraguai, Sdo Francisco e Uruguai (Verdade, 1998; Verdade, 2001; Silva-
Soares et al., 2011).

O jacaré-do-Pantanal (C. yacare) esta distribuido nas planicies do norte e leste
da Bolivia e oeste do Brasil, no sul da Amazbnia nas areas do sistema de rios
Guaporé/ Madeira e Paraguai/ Parana, e no norte da Argentina (Crawshaw e Schaller,
1980; Llobet e Aparicio, 1999; Campos, 1993). A espécie possui um comportamento
nunca descrito para os demais taxa, que € o movimento terrestre coordenado em
grupos, com ocorréncia principalmente na estacdo seca de agosto a dezembro, que
estdo relacionadas a protecdo contra predadores e a probabilidade de captura de

presas (Campos, 2003).



As caracteristicas morfologicas e ecoldgicas sdo semelhantes as do jacaré da
Amazobnia, C. crocodilus, como tonalidade corpérea esverdeada com manchas cinza e
amarela, podendo alcancar até 3,0 metros de comprimento (Vasconcelos e Campos,
2007). O ciclo reprodutivo da espécie esta associado a dinamica sazonal de secas e
inundacdes do Pantanal, e a ocupacao de diversas formacdes aquéticas (Da Silveira
et al., 1997). Apesar da caca ilegal em passado recente, € uma espécie amplamente
distribuida na planicie pantaneira; analises sugerem que esta caca predatéria ndo teve
impacto negativo nas populaces (Mourao et al., 1996).

A criacdo em cativeiro de C. yacare possui um grande potencial econdmico
(Villela, 2008), como melhor aproveitamento da pele, diminuicdo da pressao sobre os
estoques nativos e, assim, como outros animais silvestres, um bom requisito para
evitar extingdo. Essa atividade é recente, com poucas informagfes referentes ao
sistema de criacdo, nutricdo, instalagbes, processamento de pele (Maciel et al., 2003;
Rieder et al., 2004). Considerando a implantagdo de criadouros comerciais pelo alto
valor da pele e carne dos jacarés, estudos sobre sanidade destes animais sdo
importantes para conservacdo e manejo da espécie, pois é comum relatos de
infeccbes por nematoides, trematdédeos, septicemia bacteriana, coccidiose e
hematozoarios, como Trypanosoma e Hepatozoon (Ladds e Sims, 1990; Catto, 1991;
Ladds et al., 1995; Viana e Marques, 2005; Viola et al., 2009).
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Figura 1. Distribuicdo das familias de crocodilianos existentes, Crocodylidae,
Alligatoridae e Gavialidae. A: América Central — Crocodylus acutus, C. intermedius, C.
moreletii, C. rhombifer; Africa — C. cataphractus, C. niloticus, Osteolaemus tetraspis;
Asia-Austrdlia — C. johnstoni, C. mindorensis, C. novaeguineae, Cr palustris, C.
porosus, C. siamensis. B: América do Norte — Alligator mississipiensis; América
Central-Sul — Caiman crocodilus, Melanosuchus niger, Paleosuchus palpebrosus, P.
trigonatus; América do Sul — C. latirostris, C. yacare; Asia — A. sinensis, Gavialis
gangeticus, Tomistoma schlegelii. Molnar (1993).

APICOMPLEXA: Hepatozoon

Protista € um termo genérico designado para descrever eucariotos com nivel
de organizacdo unicelular, sem diferenciacdo celular entre tecidos, pertencentes ao
reino Chromalveolata Adl et al., 2005, no qual estdo inseridos os filos Cryptophyceae
Haptophyta, Stramenopiles e Alveolata. A unido desses quatro filos esta baseada na
ancestralidade em comum com endossimbiontes archaeplastidas, porém em

Ciliophora isso ainda nao esta claro (Adl et al., 2005).



O sub-filo Apicomplexa (Alveolata) Levine, 1980, emend. Adl et al., 2005
abrange as ordens Aconoidasida, Colpodellida e Conoidasida, representadas por
parasitos obrigatérios (exceto Colpodellida) com pelo menos uma fase do ciclo de vida
com vesiculas subpeliculares achatadas e um complexo apical que consiste em um ou
mais aneis polares, roptrias, micronemas, condide e microtubulos; fase sexuada,
guando conhecida, ocorre por singamia seguida por meiose, para produzir
descendentes haploides; a reproducdo assexuada de estagios haploides ocorre por
fiss@o binaria, endogenia, endopoligenia, e/ou esquizogonia (Siddall, 1995; Adl et al.,
2005).

Aconoidasida e Conoidasida representam as ordens de Apicomplexa de grande
importancia na medicina humana e animal. Aconoidasida inclui os géneros Mesnhilium
e Plasmodium (Haemosporida Danilewsky, 1885), Babesia e Theileria (Piroplasmida
Wenyon, 1926); entretanto, Conoidasida abrange um grupo maior de espécies
inclusas em Acuta, Cephalolobus, Gregarina, Levinea, Menospora, Namatocystis,
Nematopsis, Steinina, Trichorhynchus (Gragarinasina Dufour, 1828), Cryptosporidium,
Cyclospora, Eimeria e Hepatozoon (Coccidiasina Leuckart, 1879) (Adl et al., 2005).

Inserido em Coccidiasina, a subordem Adeleorina é caracterizada por
organismos com um ciclo de vida complexo, envolvendo um ou mais ciclos
assexuados (merogonia), seguido por gametogonia, singamia e esporogonia (Barta,
2000). Os maiores grupos de Adeleorina incluem parasitos de invertebrados
(monoxenos) e vertebrados (heteroxenos) (Figura 2). Dentre o0s parasitos que
necessitam de um ciclo heteroxeno, as familias Haemogregarinidae, Hepatozoidae e
Karyolysidae sdo as mais destacadas, pois constitui um grupo de hemoparasitos
genericamente denominados de hemogregarinas, com prevaléncia em peixes, répteis,
aves, anfibios e mamiferos.

A familia Haemogregarinidae é a maior delas possuindo trés géneros,
Desseria, Cyrilia, que sdo parasitos intraeritrociticos de peixes, com transmissao
realizada por sanguessugas, e Haemogregarina, parasitos de vertebrados aquaticos,
como peixes, répteis e anfibios. Os vetores conhecidos até o presente momento para
o género Haemogregarina sdo sanguessugas das familias Glossiphoniidae e
Ozobranchidae (Siddall 1995) e isopodos gnatideos (Crustacea: Isopoda: Gnathiidae)

em peixes marinhos (Davies et al., 2004).
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Figura 2. Classificacdo das familias de Adeleorina, seguida por seus respectivos
géneros, proposta por Barta (2000).

A segunda familia é Karyolysidae, que comporta dois géneros: Hemolivia, que
sao protozoarios intraeritrociticos em anuros e guelénios, com a transmisséao feita por
carrapatos (e.g Amblyomma rotundatum); e Karyolysus, que se trata de um
hemoparasito exclusivamente de lagartos do Velho Mundo, descrito em apenas dois
géneros, Lacerta e Podarcis, com a transmissdo realizada pela ingestdo de acaros
(e.g Sauronyssus saurarum). A etimologia do género vem da funcdo de atividade de
lise nuclear que esses parasitos exercem sobre os eritrécitos dos hospedeiros
(Telford, 2008).

Hepatozoidae é a menor familia das trés, representada por apenas um género,
Hepatozoon (Barta, 2000). O género foi reportado pela primeira vez em 1908 por
Miller, em um trabalho sobre o ciclo de vida de H. muris (sin. H. perniciosum) em ratos,
utilizando o &caro Laelaps echidninus como vetor. O desenvolvimento do parasito no
acaro ocorre pela formacdo de um grande oocisto com muitos esporocistos contendo
esporozoitos. Os acaros infectados, quando ingeridos por ratos, liberam os
esporozoitos, que invadem o sistema circulatério dos roedores e formam merontes

dentro das células do figado. Os merozoitos, apds alguns ciclos dentro das células do



figado, invadem leucdcitos e/ou eritrécitos, transformando-se em gametdcitos, estagio
infectante para &caros (Miller, 1908).

ApOs a descricdo realizada por Miller, outros trabalhos foram publicados
incluindo diferentes hospedeiros vertebrados, os quais incluiam aves (Hoare, 1924),
lagartos (Robin, 1936), serpentes (Ball et al., 1967), tartarugas (Michel, 1973),
crocodilianos (Hoare, 1932) e anuros (Desser et al., 1995). Durante a descricdo de
novos hospedeiros vertebrados (intermediarios) de Hepatozoon, foi verificada uma
variedade de hospedeiros invertebrados (definitivos), incluindo &caros, carrapatos,
triatomineos, flebotomineos, mosquitos culicideos e anofelinos, moscas tsé-tsé
(Telford, 1984; Viana et al., 2011), piolhos (Clark et al., 1973), pulgas (Goébel e
Krampitz, 1982; Bennett et al.,, 1992) e possivelmente sanguessugas (Pessba e
Cavalheiro, 1969a; 1969b).

Apesar desta diversidade em hospedeiros vertebrados e invertebrados, o ciclo
de vida basico como descrito para H. muris, foi observado para todos os membros do
género para os quais os dados de ciclo de vida completo sdo validos. Dependendo
das espécies, o desenvolvimento esporogbnico para estes parasitos resultam
invariavelmente na formacao de grande oocisto poliesporocistico. Este pode ocorrer
na parede intestinal ou na hemocele do hospedeiro invertebrado hematéfago. A
transmissdo dos parasitos para vertebrados ocorre exclusivamente pela ingestdo de
invertebrados hematéfagos infectados, com merogonia subsequente, e algumas vezes
cistos, o desenvolvimento ocorre em varios 06rgaos internos. Gametdcitos podem
parasitar eritrcitos ou, como é comum entre espécies de Hepatozoon infectantes em
mamiferos, leucocitos (Smith, 1996).

Divergéncia sob os aspectos taxonémicos acompanharam a descricdo desses
seis géneros ha mais de um século, devido as grandes semelhancas observadas nos
estagios eritrociticos, impossibilitando a identificacdo somente com base nesse
estagio. No passado, aproximadamente 400 espécies de hemogregarinas foram
descritas com o critério de que “a presenca em hospedeiros diferentes indica
identidade especifica” (Telford, 1984). Entretanto, descricbes mais apuradas foram
realizadas no final dos anos 60 com a utilizacdo de estagios esporogbnicos (Ball,
1967). Atualmente séo aceitas descricdes de espécies quando se tem a combinagéo
do estagio esporogbnico, juntamente com as informacdes da morfologia dos
gametocitos, tornando inviavel a utilizacdo de apenas um desses estagios (Telford,
2008). Em répteis, os géneros Hepatozoon e Karyolysus sdo muitas vezes
indistinguiveis com base na morfologia de gametdcitos, nesse caso a inferéncia de

ferramentas moleculares séo fundamentais nos trabalhos de descri¢des.



HEPATOZOON EM CROCODILIANOS

Os primeiros relatos de hemogregarinas em crocodilianos foram reportados por
Simond (1901) na india, com a descricdo de Haemogregarina hankini em Gavialis
gangeticus e Crocodylus porosus; e Borner (1901) na Alemanha, que descreveu
Haemogregarina sp. em Crocodylus cutus e Alligator mississipiensis, sendo esta
Ultima espécie introduzida no pais.

Os trabalhos classicos conhecidos foram realizados na Africa, por Thiroux
(1910), Chatton e Roubaud (1913) e Hoare (1932) que reportaram a presenca e
transmiss@o de H. pettiti em Crocodylus niloticus. Posteriormente, em 1952, Santos
Dias descreveu uma nova espécie de hemogregarina para C. niloticus, H. sheppardi.
Para a América do Norte Khan et al. (1980) relataram a Haemogregarina sp. em
Alligator mississipiensis.

Seis espécies de crocodilianos foram reportadas infectadas com Hepatozoon,
destes, duas espécies foram registradas na América do Sul, H. serrei em Paleosuchus
trigonatus e H. caimani em Caiman latirostris (Smith, 1996). Recentemente este
namero foi estendido pela descricdo de H. caimani em Caiman crocodilus e Caiman
yacare (Lainson et al., 2003). Formas similares a H. caimani foram observadas em
Melanosuchus niger (Lainson et al., 2003).

Hepatozoon caimani (CARINI, 1909)

Em 1909 no Brasil, Carini descreveu pela primeira vez, no Estado do Rio
de Janeiro, a espécie Haemogregarina caimani parasitando o jacaré-de-papo-
amarelo, Caiman latirostris. Posteriormente Haemogregarina caimani foi
modificada para Hepatozoon caimani. Outros registros foram realizados por
Migone (1916) no Paraguai em Caiman crocodilus, no qual o autor se restringiu
usar o nome especifico do parasito, e por Di Primio (1925) na mesma espécie
de jacaré, entretanto denominando a espécie do parasito como Haemogregarina
brasiliensis.

Os registros realizados por Carini (1909), Migone (1916) e Di Primio
(1925) foram obtidos apenas com documentacdo de formas encontradas em
esfregacos delgados. Pessoa et al. (1972) no Estado de Goias, Brasil,
descreveram o desenvolvimento esporogbnico de H. caimani testando
hematofagismo por Haementeria lutzi (Hirudinea: Glossiphoniidae), Triatoma

infestans (Hemiptera: Reduviidae) e Culex dolosus (Diptera: Culicidae) em dois



exemplares de C. latirostris, entretanto obtiveram sucesso no desenvolvimento
apenas no mosquito Cx. dolosus, 24 dias p6s infecgéo (d.p.i).

Em 1977 Lainson na regido de Braganca, Estado do Para, verificou o
padrdo de desenvolvimento esporogbnico de Hepatozoon sp. em mosquitos Cx.
fatigans ( = quinquefasciatus), com a formac&do de uma grande quantidade de
esporocistos em cada oocisto, assim como relatado por Pessoa et al. (1972).

Anos mais tarde Lainson et al. (2003) descreveram pela primeira vez,
também no Estado do Para, o ciclo de vida de H. caimani em C. crocodilus
utilizando anuros das espécies Rana catesbeiana (Anura: Ranidae) e
Leptodactylus fuscus (Anura: Leptodactylidae) como hospedeiros paraténicos. A
esporogonia, da infeccdo experimental foi estudada no mosquito Cx. fatigans,
alimentados sobre espécimes de C. crocodilus que apresentavam gametoécitos
em sangue periférico. Os esporozoitos iniciaram o desenvolvimento no espago
entre o epitélio intestinal do inseto e na membrana eldstica da hemocele,
superficie do estbmago. Os oocistos esporulados estavam aderidos no intestino,
envolvidos pela membrana superficial.

Oocistos totalmente maduros foram observados 21 dias apés o
hematofagismo. Com 30 d.p.i nenhum estagio esporogdnico foi encontrado em
sanguessugas alimentadas sobre jacarés infectados. Os anuros L. fuscus e R.
catesbeiana, alimentados com mosquitos contendo oocistos maduros,
apresentaram cistos contendo cistozoitos desenvolvidos nos 6érgéos internos,
principalmente figado. Apdés se alimentarem destes anuros, os jacarés de
cativeiros (negativos para hemogregarinas) apresentaram gametécitos em
sangue periférico entre 59 e 79 d.p.i, e desenvolveram cistos em tecidos do
figado, baco, rins e pulmé&o. O estagio de merogonia foi observado somente na
lamina prépria do intestino delgado dos jacarés (Lainson et al., 2003).

No Pantanal Sul Matogrossense, trabalhos foram realizados para ampliar o
conhecimento do ciclo de vida de H. caimani em popula¢des naturais de jacarés, C.
yacare, como a descri¢cdo de prevaléncia; indicando uma margem superior a 70% dos
animais positivos para H. caimani, com diferencas entre as faixas etarias, onde os
adultos (100%) e sub-adultos (97%) foram positivos, enquanto 63% de jacarés juvenis
foram positivos e todos os individuos mais jovens estavam negativos, indicando que
jacarés sdo primeiramente infectados no primeiro periodo como juvenis (Viana e
Marques, 2005; Viana et al., 2010a).

Diferencas no habito alimentar e exposicdo a vetores entre jacarés muito
jovens e juvenis, sugerido por Viana et al. (2010b) como um fator de risco a infeccao

de H. caimani no Brasil central, designou a execucdo de outros estudos abordando



incriminacgdo vetorial, utilizando mosquitos da espécie Cx. (Melanoconion) spp. como
vetores, e estrutura tréfica em infeccdo natural através da ingestdo de anuros
simpétricos L. chaquensis, L. podicipinus e Scinax nasicus (Anura: Hylidae), como
hospedeiros paraténicos de H. caimani para os jacarés C. yacare e C. latirostris (Viana
et al., 2012).

Os anuros, L. chaquensis, L. podicipinus e Scinax nasicus, previamente
negativos para hemogregarinas foram alimentados com oocistos esporulados de
mosquitos Cx. melanoconion sp. mantidos em colénia em laboratério. Posteriormente
foram necropsiados aos 30 d.p.i cistozoitos foram identificados em impressao fresca
de figado de L. chaquensis; os oOrgaos internos foram fornecidos a jacarés das
espécies C. yacare e C. latirostris oriundos de criacdes comerciais e livres de infeccao
por hemogregarinas. Os C. yacare alimentados com o0 Orgdo destes anuros
apresentaram gametécitos em sangue periférico entre 74 e 80 d.p.i. Gametdcitos
também foram observados em C. latirostris alimentados com 6rgéos de L. podicipinus
e S. nasicus entre 60-70 e 69-75 d.p.i, respectivamente (Viana et al., 2012) (Figura
3).

Apés as descri¢cdes da susceptibilidade de anuros a infeccdo de H. caimani em
jacarés, Pereira et al. (2014) realizaram um experimento testando peixes como
hospedeiros paraténicos, empregaram quatro espécies de mosquitos (Aedes fluviatilis,
A. albopictus, A. aegypti e Cx. quinquefasciatus) alimentados sobre dois C. yacare
naturalmente infectados, que exibiam niveis distintos de parasitemia: 11.05% e 1.25%.
Nenhum dos mosquitos, A. fluviatilis, A. albopictus e A. aegypti, alimentados em um
dos primeiros jacarés sobreviveram o periodo correspondente ao ciclo esporogdnico.
A maioria dos mosquitos engurgitados morreram em periodo de 48 horas apos se
alimentarem. Todos A. aegypti alimentados no segundo jacaré estavam negativos,
enquanto 91.3% de C. quinquefasciatus, alimentados sobre o mesmo jacaré,
apresentaram 00cistos.

Duas espécies de peixes Characidae, Metynnis sp. e Astyanax sp., foram
individualmente alimentados com Cx. quinquefasciatus previamente engurgitados (21-
23 d.p.i) sobre o segundo jacaré. Nenhum parasito foi encontrado em Astyanax sp. Ao
contrério de Metynnis sp., onde todos apresentaram numerosos cistos, contendo
cistozoitos, em mais de 8 meses apds a ingestdo de mosquitos infectados. Os cistos
estavam localizados proximos dos vasos hepaticos, na tunica intima destes vasos. Os
gametdcitos foram observados no sangue periféricos de jacarés jovens que ingeriram
0s peixes infectados no periodo de 9-12 semanas aproximadamente (Pereira et al.,
2014) (Figura 3).



A ocorréncia de anuros e peixes na dieta de jacarés em ambiente silvestre
associada com o sucesso da infeccdo em animais simpatricos é sugerido por Lainson
et al. (2003), Viana et al. (2012) e Pereira et al. (2014) como uma das vias naturais de
transmissdo natural de H. caimani para jacarés. Apesar de esses resultados terem
grande importancia para o conhecimento sobre ciclo de vida de H. caimani em C.
yacare, de modo geral, a especificidade de hospedeiros para Hepatozoon foi muito
gquestionada (Telford et al., 2001).



Figura 3: Diagrama representativo do ciclo de H. caimani, parasito de C. yacare, com base nas
descri¢cdes de Lainson et al. (2003), Viana et al. (2011) e Pereira et al. (2014). A esporogonia
em mosquitos do género Culex, inicia o desenvolvimento no espago entre o epitélio
intestinal do inseto e a membrana da hemocele, onde o oocisto (Al) realiza o0 processo
de esporulacdo (A2) produzindo esporocistos (A3), contendo esporozoitos (B), que sao
formas infectantes para os hospedeiros intermediarios e paraténicos. A infec¢cdo nos
jacarés pode ocorrer por via de ingestdo direta de mosquitos, quando os esporozoitos
invadem a lamina prépria do intestino delgado dos jacarés, se desenvolvem em
merontes (D). Os merontes produzem merozoitos que invadem hemacias e diferenciam-
se em gametdcitos intra e/ou extraeritrocitico (E), que quando ingeridos por mosquitos
ddo origem aos oocistos. Outra via de transmissdo ocorre quando hospedeiros
paraténicos ingerem mosquitos contendo esporozoitos, que de modificam para cistos
(C1, C2 e C3) nos oOrgaos hepaticos; os jacarés, quando se alimentam desses
hospedeiros, apresentam diferenciacdo dos cistos para merontes. As formas de
cistozoitos (C1 e C2) sdo observadas em cortes histoldgicos, e (C3) visualizada em
exame a fresco em tecidos infectados. llustragédo: Fabio Ricardo da Rosa.
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RESUMO

Na regido do Miranda-Abobral, Pantanal Sul-matogrossense, foram amostrados 39
jacarés adultos, dos quais 31 (79,5%) estavam parasitados por H. caimani. Formas
intraeritrociticas foram caracterizadas por morfologia alongada, algumas encapsuladas, nédo
recurvada, podendo ser estreitos ou amplos. As formas extraeritrociticas apresentaram
extremidades atenuadas e varia¢des na morfologia. Gametdcitos extraeritrociticos apresentaram
intensidade média de 6,19% e formas intraeritrociticas 7,42%. Foi observada relacdo positiva
entre comprimento e largura das hemécias parasitadas (P = 0,000; r2 = 0,544), indicando que a
largura das hemécias varia em fungdo do comprimento. O comprimento das hemécias
parasitadas e ndo parasitadas diferiram (P = 0,036; z = 2,100), assim como largura (P = 0,000; z
= 5,984) e area (P = 0,002; z = 3,058). Entretanto, a morfometria dos ndcleos das hemécias
apresentaram diferenca significativa apenas para comprimento (P = 0,000; z = 5,685) e &rea (P
=0,000; z = 3,663). Tecidos dos animais parasitados, por H. caimani, processados por técnicas
histoldgicas, ndo apresentaram alteracbes patoldgicas; apenas nos pulmdes e figados foram
visualizados cistos préximos aos vasos. Merontes foram encontrados na parede de vasos dos
figados e entre ductos nos rins. Amostras de sangue foram processadas mediante PCR e
resultaram em amplificados com cerca de 600 e 900 Bp, respectivamente para 0S primers
HEPF300/HEP900 e HEMO1/ HEMO2. Este foi o primeiro estudo de confirmacdo molecular
do género Hepatozoon em populacBes de jacarés naturalmente infectados; com detalhamento
morfoldgico de gametdcitos em microscopia eletrdnica de varredura, e histolégico de merogonia
em figado e rins de C. yacare.

Palavras-chave: Apicomplexa, sequenciamento 18S rDNA, histopatologia, jacaré-do-Pantanal

Abstract

In the Miranda-Abobral region, located in the southern part of Pantanal, were sampled
39 adult caiman, among which 31 (79.5%) were parasitized to H. caimani. Intraerythrocytic
forms were caracterized by elongated morphology, some encapsulated not recurved, and may be
narrow or broad. The extraerythrocytic forms showed attenuated ends and variations in the
morphology. Extraerythrocytic gametocytes showed medium intensity of 6.19 and
intraerythrocytic forms 7.42. Positive relationship was observed between length and width of
parasitized erythrocytes (P = 0.000; r2 = 0.544), indicating the width of the erythrocytes varies
with the length. The length of the erythrocytes parasitized and not parasitized differed (P =
0.036; z = 2.100), as well as width (P = 0.000; z = 5.984) and area (P = 0.002; z = 3.058).
However, the morphometric of the nucleos erythrocytes showed significant difference only for
length (P = 0.000; z = 5.685) and area (P = 0.000; z = 3.663). Animals tissues parasitized by H.
caimani processed by histological techniques showed no pathological changes; only in lungs
and livers were visualized cysts near to veins. Meronts were found in the veins wall of the livers
and between kidney ducts. Sample bloods were processed to PCR and resulted in amplifications
about 600 and 900 Bp, respectively to primers HEPF300/HEP900 and HEMO1/ HEMO?2. This
the first study for molecular confirmation of the Hepatozoon genus in caiman population
naturally infected; with morphological detail of gametocytes in scanning electron microscopy,
and histological of merogony in liver and lungs of C. yacare.

Keywords: Apicomplexa, sequenciamento 18S rDNA, histopatology, jacaré-do-Pantanal
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INTRODUCAO

Estudos sobre prevaléncia e vias de transmissdo tréfica contribuiram inestimavelmente
para compreensdo sobre o ciclo de vida de H. caimani nas populagdes naturais de jacarés
(Lainson et al. 2003, Viana e Marques 2005, Viana et al. 2012, Pereira et al. 2014), porém, de
modo geral, a especificidade dos hospedeiros para Hepatozoon foi muito questionada (Telford
et al. 2001). A baixa especificidade das hemogregarinas em répteis propicia uma grande
diversidade de espécies hospedeiras; esse historico pode determinar condi¢Bes clinicas com
significantes lesdes inflamatdrias necrosantes, incluindo hepatites, pancreatites e esplenites, que
em sua maioria estdo relacionadas com as infec¢cbes em hospedeiros ndo naturais ou incomuns
(Pessoa et al. 1974, Wozniak et al. 1991, Wozniak et al. 1994b) .

A constatagdo de gametocitos em novos hospedeiros foi usada para justificar a descri¢do
de novas espécies (Ball 1967, Sloboda et al. 2007), o que dificulta  classificacdo, em
decorréncia das inconsisténcias morfoldgicas e auséncia de informacgdes genéticas (Mathew et
al.. 2000, Sloboda et al.. 2007). Desta forma, considerando que esses parasitos podem infectar
uma ampla variedade de espécies de hospedeiros, Telford et al. (2004) sugeriram a utilizacdo de
ferramentas moleculares para mensurar as relagdes filogenéticas entre eles e seus hospedeiros,
como proposta de diagndstico e taxonomia.

Os protocolos moleculares, além de contribuirem para deteccdo dos parasitos em
amostras de sangue e tecidos, podem ser efetivos na distingdo entre espécies (Wozniak et al.
19944, Ujvari et al. 2004, Criado-Fornelio et al. 2007). O objetivo do estudo foi caracterizar
morfoldgica e molecularmente o género Hepatozoon nas populagdes naturais do jacaré Caiman

yacare, no Pantanal Sul matogrossense, bem como aspectos histopatoldgicos da infecc¢éo.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo — As coletas de amostras foram realizadas no Pantanal Sul Mato-

grossense, nasregides do Miranda e Abobral, municipio de Corumba/MS. Os ambientes
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Iénticos estavam localizados proximos a rodovia MS-184, divididos em dois pontos Estl
(S19°19'07.4" WO057°03'14.9") e Est2 (S19°19'08.0" WO057°03'15.0"). Os ambientes
I6ticos foram representados pelo rio Vermelho, seccionado em dois pontos, Rio Verl

(519°22'09.3" W057°03'04.3") e Rio Ver3 (5§19°37'09.9" W056°56'48.7").

Captura e amostragem — Os jacarés foram capturados através busca ativa, em seguida
foram mensurados comprimento rostro-cloacal (CRC) e total. Foram capturados apenas
individuos adultos, CRC superior a 80 cm, em funcdo dos resultados apresentados por
Viana et al. (2010). A coleta de sangue foi realizada por punc¢do cardiaca, na regido
sagital do toérax, na juncdo da décima linha de placas esternais, em tubos com
anticoagulante comercial (BD Vacutainer™ K3 EDTA) e encaminhados ao laboratorio

para diagnosticos (licenga SISBIO N° 36781-1).

Caracterizagdo morfologica e morfométrica - Para verificar a existéncia de formas
extraeritrocitcas de H. caimani nos jacarés, foi empregada a técnica de
microhematécrito (Woo 1969). Foram realizados esfregacos delgados do sangue total,
fixados com alcool metilico e corados com Giemsa, para caracterizacdo morfoldgica e
morfométrica das formas de H. caimani. As laminas foram analisadas em sistema
computadorizado LAS 3.8 (Lite Qwin— Leica). A intensidade parasitaria foi determinada pelo
niamero de formas observadas em 2.000 eritrécitos, em 20 réplicas de 100 eritrGcitos

examinadas por campo (Godfrey et al. 1987, 1990).

Microscopia Eletronica de Varredura — Aliquotas de 500uL de amostra de sangue, contendo
H. caimani, foram diluidas em igual volume PBS pH 7,2, agitadas lentamente e apos
sedimentacdo, o sobrenadante foi desprezado e adicionado PBS novamente na mesma
proporcdo, conforme Bhowmick et al. (2013) e processadas em equipamento de microscopia

eletrénica de varredura JEOL JSM6380-LV.
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Procedimento histopatolégico — Cinco jacarés foram eutanasiados, mediante aplicacGes
intracerebral de Thiopentax®. Em seguida, os individuos foram necropsiados, com
processamento de 6rgdos e tecidos por impressao e coloracdo pelo Giemsa. PorcGes do figado,
baco, pulmado, rins e coragdo foram transferidos para frascos contendo formol 4% tamponado,
para fixacdo e preservacdo tecidual. O material foi incluido em parafina para coloracdo por
hematoxilina-eosina. Sanguessugas, coletadas na cavidade oral dos jacarés, também foram
submetidas a procedimentos histoldgicos, com o mesmo protocolo utilizado para os 6rgdos dos

jacarés.

Analises estatisticas - Os indices ecoparasitolégicos foram calculados e expressos conforme
Bush et al. (1997). A distribuicdo dos parasitos na populacdo de C. yacare foi determinada pelo
indice de dispersdo (ID = variancia pela média da intensidade parasitaria) e pelo indice de
discrepancia (D) (Poulin 1993). Para as andlises descritivas e célculo dos indices ID e D foi
usado o programa Quantitative Parasitology 3.0 (Rozsa et al. 2000). O teste de regressdo linear
foi utilizado para verificar relagdo entre comprimento e largura de células parasitadas e ndo
parasitadas; o teste z para comparar morfometria de hemécias e nlcleo parasitadas e ndo
parasitadas, mediante das informagdes de comprimento, largura e area, usando o programa
Systat 12.0 (SYSTAT 2007). Com base em parametros morfométricos como, comprimento,
largura e area de gametdcitos intra e extraeritrocitico, foi realizada Analise de componentes
principais (PCA), para verificar se estes gametdcitos apresentam algum padrdo morfoldgico que
os distinguem entre si. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando P

< 0.05.

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento - O DNA total de oito amostras de sangue,
com diagnostico parasitolégico positivos para H. caimani, foi extraido pela técnica
fenol-cloroformio segundo Sambrook e Russell (2001). Para as PCRs foram utilizados
dois pares distintos de oligonucleotideos, ambos para regides do gene 18S rRNA. O

primeiro foi desenhado por Ujvari et al. (2004) (HepF300/ Hep900), forward 5’-



156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG-3’ e reverse 5’-
CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC-3. O segundo por Perkins e Keller (2001),
HEMO1 e HEMO2, com o forward primer especifico para hemogregarinas (5’-TAT
TGG TTT TAA GAA CTA ATT TTA TGA TTG-3’) e um reverse primer especifico
para parasitos do sub-filo Apicomplexa (5’-CTT CTC CTT CCT TTA AGT GAT AAG
GTT CAC-3").

As amostras extraidas foram quantificadas em equipamento NanoDrop
2000/spectophotometer (Thermo Scientific) submetidas ao PCR, em reacdes com total
de 50pL, 1pL de cada set de primer para concentracdo final 2 mM, 20-50 ng do
template, 5U/uL taq polimerase e DNTPs 2mM e PCR buffer e 4gua Milli Q; em todas
as reacBes um controle negativo era empregado. O ciclo foi ajustado previamente em
reacGes em gradiente (dados ndo apresentados) em equipamento Mastercycler Gradient
(Eppendorf®).

As condigbes das reacOes para o conjunto de primers HepF300/ Hep900 foi:
ciclo inicial 98°C/ 2min., e 35 ciclos de 94°C/ 45s, 50°C/ 30s, 72°C/ 90s e extensdo
final 72°C/ 5min; e para o conjunto Hemol/Hemo2 - ciclo inicial 98°C/ 2min, em 35
ciclos de 94°C/ 45s, 42°C/ 30s, 72°C/ 1min 30s, e extensao final 72°C/ 7min.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos & eletroforese a 80 V, em gel de
agarose 1,5% com Brometo de Etidio (50 pL/1L) para evidenciacdo em iluminagdo
ultravioleta em 300 mm. Para estimativa do numero de pares de base (bp) foram
aplicados dois marcadores: um de 1 Kb (Ludwig Biotecnologia Ltda) e outro de 100 bp
(SigmaAldrich).

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR, apenas purificados foram submetidos a
reacGes de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com
especificagdes do fabricante, em sequenciador automatico ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
(Perkin Elmer) e ABI PRISM 3100 Genetic Analizer (Perkin Elmer). As reagdes foram

submetidas a 30 ciclos: 15s a 96°C; 15s a 50°C; 4min a 60°C, com um ciclo inicial de 1min a
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96°C. Nas reacdes de sequenciamento foram utilizados os respectivos oligonucleotideos citados

acima.

RESULTADOS

Caracterizacao dos gametocitos e alteractes celulares - Foram amostrados 39 jacarés adultos,
dos quais 31 estavam parasitados por H. caimani, prevaléncia de 79,5%. Gametdcitos
extraeritrociticos foram observados pela técnica de Woo (1969) e em esfregacos delgados, com
intensidade média 6,19% (1 — 26). As formas intraeritrociticas foram visualizadas somente em
esfregacos delgados, intensidade parasitaria de 7,42% (1 — 42). Ambas as formas foram
visualizadas em todos os animais parasitados, os indices de discrepancia para as formas intra e
extraeritrociticos foram, respectivamente, de 0,589 e 0,591.

Apesar da intensidade parasitaria média ndo ser alta, foi possivel observar agrupamento
de gametdcitos extraeritrociticos invadindo o mesmo eritrécito (Figuras 10: A e B), e eritrdcitos
parasitados por mais de um gametocito (Figura 11 C).

Foi constatada relacdo positiva entre comprimento e largura das hemécias parasitadas (P
= 0,000; r2 = 0,544), indicando que a largura das hemaécias varia em funcdo do comprimento
(Figura 1), entretanto ndo houve relagdo entre comprimento e largura das hemacias ndo
parasitadas (P = 0,061; r2 = 0,346). O comprimento das hemacias parasitadas e ndo parasitadas
diferiram (P = 0,036; z = 2,100), assim como a largura (P = 0,000; z = 5,984) e area (P = 0,002;
z = 3,058) (Figuras 2, 3 e 4). Entretanto, a morfometria do nucleo das hemécias apresentou
diferenca significativa apenas para o comprimento (P = 0,000; z = 5,685) e area (P = 0,000; z =
3,663) (Figuras 5 e 6). A largura do nucleo ndo apresentou diferenca significativa entre
hemacias parasitadas e ndo parasitadas (P = 0,127; z = -1,527).

Pela analise de componentes principais, varidveis como comprimento, largura e area dos
gametdcitos foram ineficientes para separar grupos distintos de gametdcitos intraeritrociticos.
Entretanto, essas variaveis foram conspicuas para reforcar a separacdo de gametdcitos intra e

extraeritrociticos (Figura 7).
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As formas extraeritrociticas (Figura 9) apresentaram dimensdes de 23,89 + 3,37 x 2,81
+ 0,65 um (14,67 — 34,183 x 1,251 — 6,292; n = 145) (Tabela 1) com extremidades atenuadas.
Além das variacdes morfométricas, foram também observadas variagdes na morfologia. A
cromatina nuclear apresentou variacdo na disposi¢do, em relacdo ao citoplasma, podendo variar
de mediana ao segundo quarto do corpo do gametdcito (Figuras 10: A e B).

Formas intraeritrociticas foram caracterizadas por morfologia alongada, algumas
encapsuladas, ndo recurvada (Figura 11 A), podendo ser estreitos ou amplos, 12,4 + 1,79 x 4,11
+1pum (8,9 -22,3x2,2-8,3; n=145) (Tabela 1). Nucleos posicionados nas por¢des terminais
ou medianas, com cromatina condensada ou dispersa (Figuras 11: A e B). O citoplasma
apresentou colorac@es distintas, em alguns foram observadas opacidade e auséncia de pigmento,
em outros (gametocitos encapsulados) a coloragdo de tonalidade azulada persistiu inibindo a
visualiza¢do do nucleo (Figura 11 D). Em 87,1% dos jacarés parasitados, foi observado vacuolo
parasitario eritrocitico (Figura 11 C). Além das alteracfes hipertroficas em células parasitadas,
outras modificagbes foram observadas, como deslocamento do nucleo celular central para a

extremidade, e até mesmo auséncia (Figuras: 12 A e B).

Microscopia Eletronica de Varredura — Os gametdcitos extraeritrociticos visualizados
corroboram as caracteristicas morfologicas observadas em microscopia de luz; apresentando
corpo alongado, sem estriagdes, com destaque para o anel apical conspicuo e a por¢do posterior

afilada (Figura 9).

Histopatologia - Merontes foram encontrados na parede dos vasos do figado e entre ductos dos
rins (Figuras 13: A, B, C e D). Na lamina propria do intestino delgado, ndo foram observadas
estruturas semelhantes. Os dados morfométricos se encontram na Tabela 2. Dentre os tecidos
examinados (rins, baco, pulméo, figado e intestino delgado e grosso), apenas os pulmdes e
figados apresentaram cistos, contendo cistozoitos, proximos aos vasos sanguineos (Figuras 14:

A, B e C; Tabela 2). Tecidos dos animais parasitados, por H. caimani, ndo apresentaram
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alteracBes como infiltrados e/ou necroses circundando merontes e cistos. Em células epiteliais
do intestino delgado foi observado estdgio de macrogametécito jovem semelhante aqueles
observados para Eimeria spp. (7,527 x 8,182um; 25,901 um?) (Figuras 16: A e B).

As sanguessugas colhidas na cavidade oral dos jacarés, apresentaram oocistos, contendo
esporocistos, além de estruturas compativeis a rosetas, semelhantes as encontradas em parasitos
Apicomplexa (Figuras 15: A, B, C e D; Tabela 3), no entanto ndo foi possivel concluir a qual

género pertenciam.

Anédlise molecular — Ambos os conjuntos de primers HepF300/ Hep900 e HEMOL/
HEMO2 amplificaram fragmentos, com cerca de 600 e 900 bp, respectivamente; avaliados em
gel de agarose (Figura 8). O sequenciamento direto dos produtos dos PCRs néo foi possivel,
sendo necessario a clonagem dos amplicons (Anexo3). O processamento de clonagem esta em

Curso.

DISCUSSAO

Uma vez que prevaléncia e intensidade das infecgBes parasitarias sdo consideradas
como parametros importantes no monitoramento das doengas em animais silvestres (Mihalca et
al. 2008), os dados obtidos foram confrontados com outros registros na mesma regidao, porém
em anos diferentes. A prevaléncia de jacarés parasitados na amostra estudada correspondeu a
79.5% (n = 39) semelhante aos dados de Viana e Marques (2005) (71.4%; n = 28) e Viana et al.
(2010) (77.22%; n = 229), porém, inferior aos de Almeida (2006) (98.44% ; n = 129). Parte
dessa diferenca pode ser explicada através das amostras e/ou esfor¢co amostral distinto (Arya et
al. 2012). A alta prevaléncia de H. caimani é provavelmente explicada, pelo o comportamento
de distribuicéo agregada das populacdes de C. yacare (Campos 2003, Campos et al. 2003), pois
a densidade populacional de hospedeiros, contatos entre individuos, implica proporcionalmente
no aumento linear da taxa de transmissdo (Anderson e May 1979, Anderson e May 1981,

McCallum et al. 2001).
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Considerando os papéis desempenhados por parasitos em interacOes tréficas, outra
influéncia para alta prevaléncia de H. caimani na populacdo de C. yacare pode estar associada a
dieta, pois além da transmissdo direta do vetor ao jacaré (Viana et al. 2010), existe a
transmissdo mediante hospedeiros vertebrados paraténicos, na qual, o hospedeiro intermediério
(C. yacare) preda hospedeiros paraténicos, que contém fases do parasito que ndo se
desenvolvem, denominadas cistos (Landau et al. 1972). A estrutura tréfica em infeccdo natural,
através da ingestdo de anuros simpatricos Leptodactylus chaquensis, L. podicipinus
(Leptodactylidae) e peixes Metynnis sp. (Characidae) demonstraram susceptibilidade desses
hospedeiros paraténicos na transmissdo de H. caimani para C. yacare (Viana et al. 2012, Pereira
etal. 2014).

O comprimento e largura média dos gametdcitos intraeritrociticos (Tabela 1) foram
semelhantes aos relatados por Lainson et al. (2003) (12,15um x 4,3um) e Viana e Marques
(2005) (12,7um x 4,4um); entretanto diferem nos valores correspondentes a amplitude, sendo
que os gametocitos do presente trabalho apresentaram maiores amplitudes. Além das formas
intraeritrociticas, os gametdcitos extraeritrociticos também apresentaram medidas semelhantes
as formas descritas por Lainson et al. (2003), porém amplitudes distintas. A prevaléncia de
79,5%, considerou a parasitemia de gametdcitos intra e extraeritrociticos, pois todos os animais
parasitados por H. caimani apresentaram as duas formas simultaneamente. Entretanto, Almeida
(2006) observou diferenca na parasitemia, relatando que os gametocitos intraeritrociticos foram
mais abundantes. Além das diferencas dos gametdcitos, reportadas no presente estudo, alguns
eritrécitos continham mais de um gametécito, ja descritos em crocodilianos (Lainson et al.
2003) e serpentes (O’Dwyer et al. 2003, O’Dwyer et al. 2004).

Em parasitos do sub-filo Apicomplexa, o0s gametécitos estdo comumente
individualizados dentro de uma Gnica célula, na circulagdo do hospedeiro, como por exemplo,
eritrécitos; no entanto duas ou trés formas podem ser observadas (Jovani et al. 2004). O termo
double gametocyte, foi utilizado por Jovani (2002) para explicar infecgdes com gametdcitos
duplos (DGI’s). A ocorréncia de DGI’s € frequente em eritrocitos de répteis, como quelonios

(Mihalca et al. 2002, Siroky et al. 2004), serpentes (Jakes et al. 2003, O’Dwyer et al. 2004) e
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crocodilianos (Lainson et al. 2003). A amostra estudada diferiu dos resultados de Jakes et al.
(2003), que relataram como observacdo ocasional; no presente estudo todos os individuos
positivos para H. caimani, apresentaram parasitismo duplo. Segundo Jovani (2002), a
ocorréncia de dois ou mais gametdcitos presentes em uma Unica célula é considerada como
potencial para facilitar a transmissao do parasito para hospedeiros invertebrados.

Os resultados obtidos pela comparacdo morfoldgica de gametdcitos de Hepatozoon em
serpentes, apresentados por Moco et al. (2002), concluiram que, dependendo da varidvel
considerada, pode-se separar diferentes populagdes. Contudo, no presente estudo, as diferengas
observadas na morfologia dos gametocitos intraeritrociticos, como comprimento, largura e area
ndo foram suficientes para separar em grupos distintos empregando andlise de componentes
principais; demonstrando que a comparacdo entre formas transitérias de gametocitos intra e
extraeritrociticos s&o mais consistentes para separacdo em dois grupos, porém, ndo é viavel
separa-las como populacdes distintas, uma vez que sao apenas modificagdes de fases do ciclo de
vida do parasito.

Os oocistos observados nas sanguessugas apresentam morfologia semelhante as
pranchas de Hepatozoon fusifex em Aedes togoi, ilustradas por Telford (2008) e reportada por
Ball et al. (1969). Porém a morfometria descrita para as formas diagnosticadas nas sanguessugas
apresentaram estruturas com maiores dimensdes daquelas relatadas por Ball et al. (1969).
Apesar das estruturas observadas serem semelhantes a oocistos descritos para o género em
trabalhos anteriores, ndo se pode concluir que essas formas representam, de fato, fases de
Hepatozoon, pois trabalhos precedentes com ciclo de vida demonstraram que sanguessugas sao
vetores de Haemogregarina, Desseria e Cyrilia (Khan et al. 1980, Lainson 1981, Siddall e
Desser 1991, Siddall 1995). Algumas tentativas de infec¢do experimental de Hepatozoon para
crocodilianos ndo obtiveram sucesso com a utilizacdo de sanguessugas (Pessda et al. 1972,
Lainson et al. 2003). Em serpentes aquéticas, Smith et al. (1994) observaram que, embora P.
ornata compartilhne 0 mesmo ambiente que Nerodia sipedon (Squamata: Colubridae), e ser
validada como hospedeiro definitivo potencial para Hepatozoon sipedon, ndo apresenta

desenvolvimento de estagios sexuais ou esporogénicos.
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Durante as primeiras analises histolégicas em pegas de intestino delgado, para busca de
estagios merogdnicos, foi observada uma estrutura semelhante a macrogametocito jovem de
Eimeria ssp.. Anteriormente, Aquino-Shuster e Duszynski (1989) descreveram duas espécies de
eimerideos em C. yacare, E. caimani e E. paraguayensis.

Este foi o primeiro relato de merogonia em érgdos hepaticos de jacarés, pois Lainson et
al. (2003) realizaram exames em oito jacarés da espécie C. crocodilos, naturalmente infectados
com H. caimani, ndo diagnosticaram estadgio de merogonia nestes érgdos, apenas na lamina
propria do intestino delgado. A observacdo de merogonia em rins e figados € comum em
mamiferos parasitados por H. canis, assim como nodos linfaticos, musculos esqueléticos e
cardiacos (Miller 1908, lvanov e Tsachev 2008). Este ndo foi o primeiro registro sobre
diagnostico de cistos monozoica e dizoica em figado de jacarés; Lainson et al. (2003) j& haviam
descrito em C. crocodilus. Relatos como estes também foram observados em mamiferos (Desser
1990, Baneth e Shkap 2003).

O termo “infec¢dao” ¢ referido como, presenca de parasito em um individuo ou
populagdo de hospedeiros, enquanto “doenca” se refere a condi¢des clinicas que podem ser
observadas ou mensuradas (Scott 1988). Em animais silvestres tendem a manifestar poucos
sinais reconheciveis de doengas (Gulland 1997). Johnson et al. (2008) verificaram a ocorréncia
de cistos de H. americanum em macrofago do miocérdio do roedor Sigmodon hispidus com a
presenca de atrofia, degeneracéo e necrose da miofibra com foco de infiltrado inflamatério no
tecido do miocéardio. No anuro Hoplobatrachus rugulosus, naturalmente infectado com
Hepatozoon sp., apresentou lesdes predominantemente no figado, com inflamacgdo subaguda
com infiltracdo de linfocitos e eosinofilos em torno dos merontes de Hepatozoon sp., e lesdes
semelhantes a granulomas (Sailasuta et al. 2011). Segundo Telford (1984), a auséncia de
infiltracdo inflamatdria e/ou necrose em torno de merontes e cistos, observadas nos animais do
presente estudo, é explicada como uma aparente adaptacdo destes hemoparasitos aos seus
hospedeiros naturais, que provavelmente foram expostos no passado a altas taxas de infec¢do

(Ebert 2005).
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A especificidade de hospedeiros é descrita como um grau de adaptacdo para o qual um
parasito é especialista, que confere grande importancia para aspectos ecoldgicos e evolutivos
das interacGes parasito-hospedeiros (Ebert 2005). Um exemplo de especificidade de Hepatozoon
para répteis é expressa pela infeccdo de H. mocassini em serpentes e lagartos, realizadas por
Wozniak et al. (1996), que examinaram serpentes, Agkistrodon piscivorus leucostoma,
naturalmente parasitadas por H. mocassini, as quais continham numerosos merontes e cistos
dizoicos hepaticos e nenhuma evidéncia de inflamacdo ou necrose foi notada circundando os
merontes ou cistos dizoicos nos tecidos. Entretanto, quando H. mocassini foi transmitido para
trés espécies de lagartos (Sceloporus undulatus, Eumeces obsoletus, S poinsetti), todos
apresentaram leve letargia no inicio da infeccdo e posteriormente apresentaram letargia severa e
anorexia. Portanto, a alta intensidade parasitaria observada em sangue periférico de C. yacare e
a auséncia de alteragGes histopatoldgicas podem ser atribuidas em parte pela especificidade do
parasito.

A utilizagdo dos primers HEMO1/HEMO2 e HEPF300/HEP900 para o PCR das
amostras de sangue colhidas de C. yacare, foi resultante de protocolos anteriores que prediziam
sobre a descricdo de diagnosticos rapidos, com iniciadores especificos 18S para parasitos
Apicomplexa em hospedeiros com eritrécitos nucleados (Ujvari et al. 2001, Perkins e Keller
2001). Estes mesmos protocolos foram aplicados em estudo realizado com hepatozoideos de
serpentes no Brasil (Mogo 2012). Entretanto, os processos das reagdes dos ciclos para cada
primer, foram readaptados para o presente estudo. Lamentavelmente, ndo foi possivel
sequenciar diretamente os amplificados obtidos, sem clonagem; oportunamente esta fase sera
concluida e possibilitara a comparagdo das sequencias com outras depositadas em bancos
genéticos.

A descrigédo do ciclo de vida de H. caimani, realizadas anteriormente (Lainson et al.
2003, Viana et al. 2010, Viana et al. 2012, Viana et al. 2013, Pereira et al. 2014) associadas aos
resultados da PCR, confirmam o género Hepatozoon. No Brasil, quando diagnosticado em
comunidades de jacarés é classificado como uma Unica espécie, H. caimani. Este foi o primeiro

estudo de confirmacdo molecular do género Hepatozoon; com detalhamento morfolégico dos
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gametdcitos em microscopia eletrbnica de varredura, e histologico dos estagios de merogonia

em figado e rins de C. yacare no Pantanal Sul-matogrossense.
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Tabela 1. Dados morfométricos de gametocitos intra e extraeritrociticos de H. caimani, parasito de C. yacare. CG: comprimento de gametocitos; L.G:
Largura de gametdcitos; A.G: Area do gametdcito; C.N: Comprimento do nucleo; L.N: Largura do ndcleo; A.N: Area do nucleo. Medidas lineares em

Km e medidas de areas em pm?

Intraeritrociticos

Extraeritrociticos

Gametocitos Nucleo Gametocitos Nucleo
CG L.G AG C.N L.N AN CG L.G AG C.N L.N AN
DP 1,797 1,001 4,588 1,674 1,038 3,445 3,378 0,650 7,159 1,627 0,721 3,917
Média 12,449 4,111 29,922 5,895 3,080 16,150 23,891 2,809 50,689 7,027 2,752 18,002
Min. 8,860 2,200 22,585 2,410 1,403 10,518 14,674 1,251 31,274 2,806 1,073 10,254
Max. 22,274 8,318 52,082 | 12,873 6,025 32,453 34,183 6,292 77,127 13,225 6,455 31,229

Tabela 2. Dados morfométricos de merontes, merozoitos, cisto e cistozoito de H. caimani, observados em tecidos de C. yacare. Comp.: comprimento
das formas; Larg.: largura; V.P.: vacuolo parasitario; E.P.: espessura da parede. Medidas lineares em pum e medidas de areas em pum?

Merontes Merozoitos Cistos Cistozoitos
Comp.  Larg. Area V.P. | Comp. Larg. Area Comp.  Larg. Area E.P. | Comp. Larg. Area
DP 3,450 5,449 6,585 0,731 2,689 0,723 5,170 0,997 2,470 4,065 1,645 6,394 1,252 15,150
Media | 34159 22,024 92,875 2,879 | 25872 4,107 54,397 | 33,519 31,952 100,840 2,120 | 19,510 4,809 45,061
Min 29,484 14,550 85,395 2457 | 23,818 3,442 49,560 32,665 30,139 98,066 0,688 12,271 3,404 24,123
Max. 37,459 24,409 100,737 3,971 | 28,915 4,876 59,845 34,615 34,765 105,506 3,977 26,580 6,261 59,559




629  Tabela 3. Dados morfométricos de oocistos, esporocistos e estruturas semelhantes a rosetas, observadas em sanguessugas P. ornata encontradas
630 aderidas em C. yacare. Comp.: comprimento das formas; Larg.: largura; E.P.: espessura da parede. Medidas lineares em um e medidas de areas em pumz.
631

632
Oocistos Esporocistos “Rosetas” 633
Comp. Larg. Area E.P. Comp. Larg. Area Comp. Larg. Area
DP 373,211 213,265  1.138,743 0,051 5,425 4,873 15,466 6,756 6,183 22,160
Média 814,503 449,087 2.256,207 2,701 18,775 18,817 58,610 21,078 17,799 63,589
Min. 393,454 309,800 1.196,271 2,670 13,283 14,339 44,411 13,730 9,617 35,727
Max. 1.119,809 694,603 3.460,271 2,759 24,145 25,805 76,260 29,018 26,626 84,768
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636  Figura 1. Regressdo linear entre comprimento e largura das hemécias ndo parasitadas,
637 indicando que a largura das hemécias varia em funcdo do comprimento. Retas do gréfico:
638  valores previstos (estimate), intervalos de confianca (LCL e UCL) e intervalos previstos (LPL e
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Figura 3. Comparacdo entre as médias da largura das heméacias parasitadas por H. caimani (0) e
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Figura 7. Analise de componentes principais (PCA) entre gametdcitos intra e extraeritrociticos
de H. caimani em C. yacare naturalmente infectados.

Primers Hepf 300 / HepSOd Primers Hemo 1 / Hemo 2
Ld1 CTN JO1 JO2 J45 J49 J46 J44 J42 J41 CIN JO1 JO2 J45 J49 J46 J44 J42 J41 Ld2

1000 Bpr == 1000 Bp

- 750 Bp
600 Bpee

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose, 1,5 %, dos produtos da amplificagdo parcial, por
PCR, do gene 18S rRNA de Hepatozoon, em sangue periférico de C. yacare. Pogos: 1 e 20
(Ld1 e Ld2) aos marcadores moleculares, respectivamente 100 e 1Kbp; 2 e 11 (CTN) controles
negativos; 3 a 10 amplificacOes realizadas com conjuntos de primers HepF300/Hep900, 11 a 19
amplificagcbes com conjunto de primers Hemol/Hemo?2.
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Figura 9. Microscopia eletrénica de varredura de gametdcito extraeritrocitico de H. caimani
com detalhe para anel apical (seta), diagnosticado em sangue periférico de C. yacare.

20 um ‘

Figura 10. Gametocitos extraeritrociticos, ou formas livres, de H. caimani observados em
sangue periférico de C. yacare. Cromatina nuclear com varia¢do na disposi¢do, em relacdo ao
citoplasma, podendo variar de mediana ao segundo quarto do corpo do gametdcito.
Comportamento agrupado de algumas formas (A) e parasitismo duplo com duas formas
infectando o mesmo eritrécito (B).
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Figura 11. Gametdcitos intraeritrociticos de H. caimani observados em sangue periférico de C.
yacare. Morfologia alongada, ndo recurvada, cromatina nuclear condensada e prolixa (A),
citoplasma com eventuais vacuolos (B), presenca de mais de um gametdcito por célula, vactolo
parasitario eritrocitico (C) e formas encapsuladas (D).
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Figura 12. Alteragdes hipertroficas em células parasitadas por gamet6citos intraeritrociticos de
H. caimani observados em sangue periférico de C. yacare. Deslocamento do nucleo celular para
a extremidade (A) e auséncia do mesmo (B).

-
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Figura 13. Cortes histologicos de C. yacare, corado com hematoxilina e eosina. Merontes
(setas) entre ductos renais (B), em figado (C e D) préximo aos vasos (A).

Figura 14. Cortes histoldgicos de pulméo de C. yacare, presenga de cistos contendo cistozoitos
(setas) no parénquima pulmonar (A e B). Coloracao de hematoxilina e eosina.
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Figura 15. Oocisto contendo esporocistos e estruturas semelhantes a rosetas, presentes em
Placobdella ornata. Coloracdo: hematoxilina e eosina (A, B, C e D).

Figura 16. Macrogametécito jovem de coccideo ndo identificado (seta), presente em célula
epitelial do intestino delgado de C. yacare. Coloragdo: hematoxilina e eosina (A e B).



742  Anexo |

743

744 Alinhamento:

745

746

747 A |
748 5
749]MT—462_897 TRSKTKSRRT
750]%T—462_897 GASKKKSSRT
751 MT-462 897 GSKGGGCSGR
752MT—462_897 GASKKKSSKG
753]MT—462_898 GASTKKSRKK
754]MT—462_898 AMGKKKSSRT
755]%T—462_898 CWTTCGKGAK
756 MT-462 898 AARAMGKKSCG
757

758 A |
759 65
760]MT—462_897 AGACWCACTA
761NW—462_897 CACACACTAC
762]%T—462_897 CACACTACTG
763]MT—462_897 CAGACACACT
764]%T—462_898 CTGACTCACT
765]HT—462_898 GACTCACTAC
766]%T—462_898 ATCACTACTG
767 MT-462 898 CACTCAATCG
768

769 R I
770 125
771NW—462_897 GATGACTTGC
772 MT-462 897 ATGACTTGCG
773]%T—462_897 CTTGCGCTTA
774-MT—462_897 TGATGACTTG
775]MT—462_898 TGATGACTTG
776]MT—462_898 ATGACTTGCG
777 MT-462_898  TCTTGCGCTT
778 MT—462_898 CTGATGACTT
779

780 I |
781 185
782]MT—462_897 CATCACAATG
783 MT—462_897 ATCACAATGC
784]MT—462_897 CAATGCACAT
785 MT—462_897 CCATCACAAT
786]MT—462_898 CCATCACAAT
787]MT—462_898 ATCACAATGC
788 MT—462_898 ACAATGCTTT
789]MT—462_898 CCCATCACAA
790

791 R
792 245
793]MT—462_897 GATGCATCAT
794]%T—462_897 ATGCATCATT
795]%T—462_897 ATCATTGTAG
796 MT-462 897 GGATGCATCA
797]MT—462_898 GGATGCATCA
798]MT—462_898 ATGCATCAWT
799]%T—462_898 CATCATTGTA

primer HEMOL

A —_—

15
WTCTAGSCAT
WKCTAGSCAA
TTSKRGMCTT
TTKSKRAKSC
TWKSTRAGRC
WTCTRGGCTT
ACAAAATGCW
KTWKSWRAGA

A —_—

75
CTGCCAACGG
TGCCAACGGG
CCAAAGGGTG
ACTGCCAACG
ACTGCCAACG
TGCCAACGGG
CCAACGGGCG
GACTGCCWAC

A
135
GCTTACTAGG
CTTACTAGGC
CTAGGCATTC
CGCTTACTAG
CGCTTACTAG
CTTACTAGGC
ACTAGGCATT
GCGCTTACTA

R -
195
CACATTCAAA
ACATTCAAAA
TCAAAAGATT
GCACATTCAA
GCACATTCAA
ACATTCAAAA
TTCAAAAGAT
TGCACATTCA

R
255
TGTTGCGCGC
GTTGCGCGCG
CGCGCGTGCM
TTGTTGCGCG
TTGTTGCGCG
GTAGCGCGCG
GCKCGCRAGG

R ——

25
ATGCTGCTAT
ATRCTGCTAC
TGCTGCTACT
TTATRCTGCT
AATGCTGCTA
ATGCTGCTAC
TGCTAATWAA
AAWATGCATG

R ——

85
GTGGYGTGTA
TGGYGTGTAC
GGTGTGCTAA
GGTGGTGTGT
GGTGGTGTGT
TGGTGTGTAC
GTGTGTACAA
GGGTGGTGTG

A —
145
CATTCCTCGT
ATTCCTCGTT
CTCGTTAAAG
GCATTCCTCG
GCATTCCTCG
ATTCCTCGTT
CCTCGTCWAA
GGCATTCCTC

R -
205
AGATTACCTA
GATTACCTAA
ACCTAAGCTT
AAGATTACCT
AAGATTACCT
GATTACCTAA
TACCTAAGCT
AAAGATTACC

R
265
GWGCMGCCCA
TGCMGSCCAG
GSCCAGAACA
CGTGCMGCCC
CGTGCMGCCC
AGCMGSCCAG
ATGACACAAC

N —_—

35
AAATACAAGG
TGTACAAGGT
GTAGAGGTGA
ACTGTACAAG
TTGTACAGGG
TGTACAAGGT
TACRGGCTAA
CTATTGTACA

N —_—

95
CWAAGGGCAG
TAAGGGCAGG
GGGAGGGACG
GCTAAGGGCA
ACWAAGGGCA
WAAGGGCAGG
TGTTCAGGGA
TACWAAGGGC

A R
155
TAAAGATTAA
AAAGATTAAT
ATTAATAATT
TTAAAGATTA
TTAAAGATTA
AAAGATTAAT
GATTAATAAT
GTTAAAGATT

R
215
AGCTTACCAG
GCTTACCAGC
ACCAGCCAAG
AAGCTTACCA
AAGCTTACCA
GCTTACCAGC
TACCAGCCAA
TAAGCTTACC

N
275
CAACATCTAA
AACATCTAAG
TCTAAGGGCA
ACAACATCTA
AGAACATCTA
AACATCTAAG
ATCTAAGGGC

N —_—

45
TGAATTCTTA
AAATAATTTA
ATTCTTAGAT
GTAAATTCTT
TGAATTATTT
GAATTATTTA
ATAATTTACC
GKCTAAATAA

A -

105
GGACCWAGTC
GACGTAATCA
TAGTCCACGC
GGGACCTAGT
GGGACGTAAT
GACGTAATCA
CCWAGAAAAC
AGGGACGTAA

R R
165
TAATTACAAT
AATTACAATA
ACAATAATCT
ATAATTACAA
ATAATTACAA
AATTACAATA
TACGATAATC
AATAATTACA

R -
225
CCAAGGYTAT
CAAGGTTATA
GTTATAAACT
GCCAAGGTTA
GCCAAGGTTA
CAAGGYTATA
GGCTATRAAC
AGCCAAGGTT

S
285
GGGCMTCACA
GGCMTCACAG
TCACGGACCT
AGGGCATCAC
AGGGCATCAC
GGCMTCACAG
ATCACAGACC

A —

55
GATGGATCAA
CCGGATCACT
TTGTCAAAGA
TACCGGATCA
AGATGGGTCA
GCGGATCAAA
GGATCAATCA
TTTACCGGAT

R -

115
MACGCAAGCT
ACGCAAGCTG
AAGCTGATGA
CAACGCAAGC
CAACGCAAGC
ACGCAAGCTG
GCAAGCTGAT
TCMACGCAAG

R
175
AATCTATCCC
ATCTATCCCC
ATCCCCATCA
TAATCTATCC
TAATCTATCC
ATCTATCCCC
TATCCCCGTC
ATAATCTATC

R
235
AAACTTGTTG
AACTTGTTGG
TGTTGGATGC
TAAACTTGTT
TAAACTTGTT
AACTTGTTGG
TTGTTGGATG
ATRAACTTGT

R
295
GACCTGTYAT
ACCTGTYATT
GTTATTGCCT
AGACCTGTYA
AGACCTGTYA
ACCTGTYATT
TGTYATTGCC



800 MT-462 898
801

802

803

804 MT-462 897
805 MT-462 897
806 MT-462 897
807 MT-462 897
808 MT-462 898
809 MT-462 898
810 MT-462_ 898
811 MT-462_ 898
812

813

814

815 MT-462 897
816 MT-462 897
817 MT-462 897
818 MT-462 897
819 MT-462_ 898
820 MT-462 898
821 MT-462_ 898
822 MT-462 898
823

824

825

826 MT-462 897
827 MT-462 897
828 MT-462 897
829 MT-462 897
830 MT-462_ 898
831 MT-462_ 898
832 MT-462 898
833 MT-462_ 898
834

835

836

837 MT-462 897
838 MT-462 897
839 MT-462 897
840 MT-462 897
841 MT-462 898
842 MT-462_ 898
843 MT-462 898
844 MT-462 898
845

846

847

848 MT-462 897
849 MT-462 897
850 MT-462 897
851 MT-462 897
852 MT-462 898
853 MT-462_ 898
854 MT-462 898
855 MT-462_ 898
856

857

TGGATGCATC

A
305
TGCCTCAAAC
GCCTCAAACT
CGAACTTCCT
TTGCCTCAAA
TTGCCTCAAA
GCCTCAAACT
TCAAACTTCC
ATTGCCTCAA

A —
365
ATGTGTTTAA
TGTTTTTAAC
TTTAACCCTA
AATGTTTTTA
AATGTTTTTA
TGTTTTTAAC
TTTTAACCCT
AAATGTGTTT

celeeo
425
ATCACTCCAC
TCACTCCACC
TCCACCAACT
AATCACTCCA
AATCACTCCA
TCACTCCACC
CTCCACCAAC
AAATCACTCC

B -

485
CAATCTGTCA
AATCTGTCAA
TGTCKATCCT
TCAATCTGTC
TCAATCTGTC
AATCTGTCAA
CTGTCAWTCC
GYCAATCTGT

B -

545
AGCMAGGGAK
GCAGGAGAGC
GGGGCTCTTG
AAGCCGGGGA
AAGCCGGGGG
GCCGCAGACG
CAGAGAGCYY
TAAGCCGCAG

ATTGTAGCGC

A
315
TTCCTTGCGT
TCCTTGCGTT
TGCGTTAAAC
CTTCCTTGCG
CTTCCTTGCG
TCCTTGCGTT
TTGCGTTAAA
ACTTCCTTGC

A
375
CCCTATTTAG
CCTATTTAGC
TTTAGCGGGT
ACCCTATTTA
ACCCTATTTA
CCTATTTAGC
ATTTAGCACG
AACCCTATTT

celeeo
435
CAACTAAGAA
AACTAAGAAC
AAGAACGGCC
CCAACTAAGA
CCAACTAAGA
AACTAAGAAC
TAAGTACGGC
ACCRACTAAG

R -
495
ATCCTWTCTA
TCCTTTCTAT
TTMTATGTCT
AATCCTTTCT
AATCCTTTCT
TCCTTTCTAT
AATCTATGTC
CAATCCTTTC

R -
555
TYTGACGTGT
TTGAGGCWGG
GGCGTGGTGA
AGTTTGGCGY
AGCTTGGGCG
CYTGACGYGG
GGCGTGWTGA
GCGCTTGRCG

GCGWGCMGCC

R
325
TAAACACGCA
AAACACGCAA
ACGCAAAGTC
TTAAACACGC
TTAAACACGC
AAACACGCAA
CACGCAAAGY
KWWWAACACG

R
385
CAGGCTAAGG
AGGTTAAGGT
TAAGGTCTCG
GCAGGCTAAG
GCAGGCTAAG
AGGCTAAGGT
CTAAGGTCTC
AGCAGGCTWA

celeeo |

445
CGGCCATGCA
GGCCATGCAC
ATGCACCACC
ACGGCCATGC
ACGGCCATGC
GGCCATGCAC
CAGKCACCAC
AACGGCCATG

R -
505
TGTCTGGACC
GTYTGGACCT
GGACCTGGCG
ATGTYTGGAC
ATGTCTGGAC
GTCTGGACCT
TGGACCTGGC
TATGTCTGGA

R -
565
AACAGGYCTG
TGGTGCCCTT
CRGCCCTTCC
GGTGRCGCGC
CGGTGACRGC
TGGTGCGYCT
CACCCCTGTG
TAATRACACG

CAGAACATCT

R
335
AAGYCCTTCT
AGTCCTTCTA
CTTCTAAGAA
AAAGTCCTTC
AAAGTCCTTC
AGTCCTTCTA
CCTTCTAAGA
CAAAGYCCTT

R
395
TCTCGCTCTG
CTCGCTCGTT
CTCGTTAACG
GTCTCGCTCG
GTCTCGCTCG
CTCGTTCGTT
GCTCGGGAAC
GGTCTCGTTC

R
455
CCACCRCCCA
CACCRCCCAY
ACCCATAGAA
ACCACCRCCC
ACCACCRCCC
CACCRCCCAY
CACCMAYAGA
CACCACCRCC

R
515
TGGCGAGTTT
GGCGAGTTTT
AGTTTTCCCG
CTGGCTTGTT
CTGGCGAGTT
GGCGAGTTTT
GAGTTTTCCC
CCTGGCGAGT

R
575
TGACGCTTCY
CCGTCAATTC
GTCACTTTCT
TTCCGTCGCT
GCCTGTGTCA
CCGTCGCCCT
ACGMTCCYAG
YCTGTGACGC

AAGGGCATCA

R
345
AAGAAGYAAT
AGAAGTAATT
GTAATTTAAA
TAAGAAGTAA
TAAGAAGTAA
AGAAGYAATT
AGYAATTTAA
CTAAGAAGYA

R
405
TAACGGAATT
AACGGAATTA
GAATTAACCA
TTAACGGAAT
TTAACGGAAT
AACGGAATTC
GGAATTCACC
GGKAACGGAA

col e

465
YAGAATTGAG
AGAATTRAGA
TTAAGAAAGA
AYAGAATTAA
AYAGAATTRA
AGAATTRAGA
AGTRAGAAAG
CAYAGAAKTR

R -
525
TCACGTGTTG
CACGTGTTGA
TGTTGGGTCA
TTCCCGTGTT
TTCCCGTGTT
CCCGTGTTGA
GACTTGAGTC
TTTCCCGTGT

R -
585
AGATAGTCTC
YTGATGGTCT
TAAGGTCTGG
CCTTTATAGT
CTTTYAGAAA
YAGTAGGTCT
AAAGTCTGGG
TCTYAGAAGG

CAGACCTGTY

R ——
355
TCAAAAACAA
TAAAAACAAA
AACAAATGTT
TTTAAAAACA
TTTAAAAACA
CAAAAACAAA
AAACAAATGT
ATTCAAAAAC

R ——
415
AACCAGACAA
ACCAGACAAA
GACAAATCAC
TCACCAGACA
TAACCAGACA
ACCAGACWAA
AGACWAATCA
TTCACCAGAC

ol
475
AWAGAGCTGT
AAGAGCTGTC
GCTGTCAATC
GAAAGAGCTG
GAAAGAGCTG
WAGAGCTGTC
AGCTGTCAAT
AGCWAGAGCT

R
535
AGTCAAATTA
GTCAAATTAA
TATTAAGCCG
GAGTCAAATT
GAGTCAAATT
GTCAAATTAA
AAATTAACGC
TGAGTCAAAT

R
595
AGCCTCGCGC
GGGCCTKMCG
GCCTCGCGCG
CTGGGCTTKG
GTCTGGGCCT
GGGCTGCGCG
CTGYGCGMGC
TCTGGGCCGC



858

859 MT-462 897
860 MT-462 897
861 MT-462 897
862 MT-462 897
863 MT-462_ 898
864 MT-462 898
865 MT-462 898
866 MT-462 898
867

868

869

870 MT-462 897
871 MT-462 897
872 MT-462 897
873 MT-462_ 897
874 MT-462_ 898
875 MT-462_ 898
876 MT-462 898
877 MT-462_ 898
878

879

880

881 MT-462 897
882 MT-462 897
883 MT-462 897
884 MT-462 897
885 MT-462 898
886 MT-462 898
887 MT-462 898
888 MT-462 898
889

890

891

892 MT-462 897
893 MT-462 897
894 MT-462 897
895 MT-462 897
896 MT-462 898
897 MT-462 898
898 MT-462 898
899 MT-462 898
900

901

902

903 MT-462 897
904 MT-462 897
905 MT-462 897
906 MT-462 897
907 MT-462_ 898
908 MT-462 898
909 MT-462_ 898
910 MT-462 898
911

912

913

914 MT-462 897
915 MT-462 897

605
CCRTWCTCMT
CGCRTWCCCA
CRTMCTCMTG
CGAGCRTMAT
CGCGCCCRTW
CCCRCACYCC
RTWCTCMTSA
GCGCSCRTWC

R
665
TTWTGAAGGC
CTTTATGAAG
TTATAAAGAC
CTTTATGAAT
CTCTTTATGA
TTTTGAATRC
ATGAAGACGA
TCTTTATGAA

R
125
CYSATCGTAT
WATCKCCTCG
ATCGCSMTCG
TAAYGCMTCG
GGGTAACKCC
GCATCGTMWG
GCMTCGTATG
RGKAACKSMT

A
785
ACCSTCYCGC
ACCGTCYCGC
CACCCKYYCC
AMAYSCKCCC
KACACACCGC
CGYYCGTAGC
GYYCGTAGCT
ACAMATSCKY

A —

845
GCAGTGCYYC
CAAGTRCTCG
TAGCAGTRCT
TARCAAGTRC
AATAGCAAGT
AAGTRCYCST
TCSTAYTAGC
ATAATASCAG

615
SCTGSATCCC
CGATGGAACC
CTGCATCCCA
CCCCCTGGAA
CTCCCCCTGC
CTGCTGCATC
TRGATCCCAA
YCMTSCTGSA

R I
675
GCCTTGYRAT
ACRCCTTCYA
GAMTTGYGAT
RCGCCTTGYG
AGGCGCCTTG
GAMTTGYGAT
CCTGYGATCK
TGYGACTTGY

R I
735
GCGATCSYCA
TMTGCGCWCC
TATGCGMWCG
TMWGCGMAWM
TCGTMTGCGC
CGCWCGYCWW
CGCWCSYCAT
MGTMTGCGMT

R
795
AGCTCCTWCT
GCTCCTACSK
GYCGCTSCTW
GYMGCTSCYT
YCGCGCWSCT
TSCTWCYGAT
SCTASTGTTG
CCGYAGCWGC

A ——

855
GCATCWGMTM
YATCWGCYMY
CSYAYAGCTC
TYGYAWCWGC
RYYCYAYWGC
ATCWGCMYMT
WCTAKMAGYA
TACYYCSTAT

625
ACAGAYTTTA
CAAAGAYTTT
AMAAGTTTWT
CCCAAAAAYT
AACCCAAAGA
CCAAAGACTT
CAGACTTATA
TCCCAMAAGT

R -
685
CKSKATAGRK
ATGKGGAGWG
CKCKATSGAG
ATCTSTAGTM
YGATCKSKAG
GTSTATAGAK
GKAGAGAKYA
GATSKSKAGT

R -
745
TACCTYTCGY
CCAACCTCTY
YCTCMGCTYG
GYCATCMTCT
WCGCCAWCMT
CCGCTYGYKY
CMGCTYGYKY
MSYCATCACK

R
805
SATTGASWGA
ATTGASWRAT
CTSWTTGASW
WCTSATTGAS
WCTSWTTGAS
TGAGWGATCT
ASWRATCARG
TTASTSATTR

R
865
CTGWAAGTCT
WGWMAGTCTR
TAKMAGTCTA
YCTARTMAGT
TMTAGWMAGT
AGTAAGTCAT
TARTGAWCGT
YAGCATCATA

635
TATTCCTGGC
WTATTCCTTG
ATTTCTTCGG
TTKTATTCTT
YTTTKTATTC
TGATTCCTTG
ACCTTGGCAG
TTATATTYTT

R
695
YATAGTWAWT
GKYATWGTWA
CATAGTTATT
GGKYATWGTW
WGGKYATWGK
YATWGTWATA
TWGTWATTAG
CGAKYATWGT

R
755
KCTGGATTAC
GYGCTGAATT
YKCTTGAWTT
YGCKCTGGAT
CTYGCKCTKA
TGATTACRTS
TGATTACGTG
CTYGYKYTGA

R R
815
TCTGGKAAAT
CTRAGAAATT
GATCTGRGAA
WRATCTGRGA
WRATCTRRKA
RRGAAWTTCA
TAATTCAYCT
ASWGATCTAR

A -

875
GAGATCTCTY
AGATCGCTCT
GTRAWCKTCT
ATRWRAACTC
CTGTGATGAT
RWGAAYGCTC
TCWTCAMTCA
KCAAGTCWTA

645
WGGTGMGCKA
GCTGGKACGC
MTGGTAMGGA
GGMTGGTGCG
TTGGCWGGTG
GCTGGTGCGC
GGAAGCTTAG
GGMTGGTGMG

R
705
AGTTAATCTT
WTAGTAAAGC
AGTTAAKCTT
AATAGTAAAG
TAATTAGTTA
GTTAAGATTA
TTAATCTTAC
TAATAGTTAA

R
765
RTSMCWRCMY
CRTGAMWRCM
CRTSMCMACC
TACGTGMACR
WTACATSMMM
MCAACMYCTT
CAMWGCCTCT
ATACRTGMMA

R R
825
TATCTCGACW
MATCTAGACW
WTTCAYCTAG
AWTTCATCTC
AWTTCATCTC
YCYASKACWG
MGRMCRGWTT
GTAAWTCAYY

R R
885
TYMCCWCAGM
CTMYCYYAKC
MTTCACTCAA
TTYTTMTMTA
CTCTCWCTCY
YTTYWCATAT
AGAKRAGAGG
RWGTACTTCT

655
AGGRGWMTCT
TWAGGAGWAT
AGGRKWATCT
CTAGGGTWAT
CGGAAGGGGT
TWGGGGWATC
GAGWCKCTTT
CTTAGGRKWA

R
715
TAACGRGTAT
TTACACGRGG
TACACGRGGT
AYTTCACGGG
ATCTTTAAAC
CACGRGTATY
RMGRGGTATC
KCTTTACACG

R
775
CTTTGKRCAC
YCTTGTRCAC
YCTTTGKRCA
CYCTTTGKRC
TRCMYCTTTG
TGKACACAYS
TTGTAAMACC
WGCMTCTTGT

A R
835
GWRTTTAATA
GWRTTTAATA
RCWGWRTTTA
GACWGKWTWA
GACWGKATTW
RRWTWATAGC
ATASCAGTRC
TACKAMWGRT

R R
895
ARRARAAAG.
CSGAGGAGAG
RGAGAGAAGA
KMAGAGAAAA
ACAAGGAAGG
AAAARAGAAG
GAGWAGRATT
WATCATCAGT



916]MT—462_897 GAGRGRTTTC
917]%T—462_897 ARGGAARAGA
918 MT-462_ 898  GAGGGGAGAR
919]%T—462_898 GGAGRAGGTT
920 MT-462 898 Teeeienn..
921MT—462_898 ATRARGACTT
922

923

924 Alinhamento:

925

926 N ——
927 5
928]%T—462_897 CKKCRRTWKS
929]MT—462_897 GKKYRRKTTG
930]MT—462_897 AYSSYSCSRW
931]%T—462_898 AAARGGKSSR
932]MT—462_898 GKKKKSWRTT
933]%T—462_898 TKKKKRRRTT
934 MT-462_ 898  ASKKKGCCKW
935]%T—462_898 CGSYKTCAAT
936

937 A |
938 65

939 MT-462 897  ACTCACTACT
940]%T—462_897 AGACTCACTA
941MT—462_897 AAAGACWCAC
942]%T—462_898 CAAAGACACA
943 MT-462 898  AGACTCACTA
944]%T—462_898 AAGACTCACT
945]MT—462_898 ACTCAAWCGG
946]%T—462_898 ATCACTCAAT
947

948 R
949 125
950]%T—462_897 TGACTTGCGC
951 MT-462 897  GATGACTTGC
952]MT—462_897 CTGATGACTT
953 MT-462 898  GCTGATGACT
954]MT—462_898 GATGACTTGC
955]MT—462_898 TGATGACTTG
956]MT—462_898 CTGATGACTT
957]MT—462_898 AAGCTGATGA
958

959 A |
960 185
961]MT—462_897 TCGCAATGCA
962 MT-462_ 897  CATCGCAATG
963 MT-462 897  CCCATCACAA
964]%T—462_898 CCCCATCACA
965 MT-462 898  CATCACAATG
966]%T—462_898 CCATCACAAT
967MT—462_898 CCCATCACAA
968]%T—462_898 ATCCCCATCA
969

970 |
971 245
972]MT—462_897 TGCATCATTG
973]%T—462_897 GATGCATCAT

TCTG......

GGAAGAGATC

primer HEMO2

N —_—

15
TRGKMCTTTG
SGTRGGCTAA
KTGSGGAGGC
RTWKSTGGKS
KSKRAKRCTT
TCKRAGRCTA
TWTCTKAKSA
TTTCMGAGAA

N —_—

75
GCCAACGGGT
CTGCCAACGG
TACTGCCAAA
CTACTGCCGG
CTGCCAACGG
ACTGCCAACG
TACTTGCGAC
CGGTACTRGC

R
135
TTACTAGGCA
GCTTACTAGG
GCGCTTACTA
TGCGCTTACT
GCTTACTAGG
CGCTTACTAG
GCGCTTACTA
CTTGCGCTTA

A ——

195
CATTCAAAAG
CACATTCAAA
TGCACATTCA
ATGCACATTC
CACATTCAAA
GCACATTCAA
TGCACATTCA
CAATGCACAT

A -
255
TAGCGCGCGT
TGTTGCGCGC

TG

celeo
25
CATGCTACTG
TGCATGCTAC
TAATGCTGCT
CTTATGCTGC
ATGCTGCTAT
ATGCATGCTA
AATGCWTGCT
AAATGCWTGC

celeeo |
85

GGTGTGTGCT
GTGGYGTGTA
GGGYGGKGTG
GCGGTGGTGT
GTGGTGTGTG
GGTGGYGTGT
GGGYGGTGTG
GACGGGCGGY

R
145
TTCCTCGTTA
CATTCCTCGT
GGCATTCGTC
AGGCATTCCT
CATTCCTCGT
GCATTCCTCG
GGCATTCCTC
CTAGGCATTC

R
205
ATTACCTAAG
AGATTACCTA
AAAGATTACC
AAAAGATTAC
AGATTACCTA
AAGATTACCT
AAAGATTACC
TCAAAAGATT

R
265
GCAGCCCAGA
GWGGMGGCCA

col e
35
TCCGAGGTGA
TGTCCGAGGT
ACTGTCCGAG
TACTGTACAG
TGTACGGGGT
CTGTCCGAGG
ATTGATACAG
TAATAAGTMC

R -
95
AAGGGCAGGG
CTAAGTTCAG
TGCTAAGGGC
GTGCWAAGGG
CTAAGGGCAG
ACTAAGGGCA
TACWAAGGGC
GTGTRCWAAG

R R
155
AAGATTAATA
TAAAGATTAA
GTTAAAGATT
CGTTAAAGAT
TAAAGATTAA
TTAAAGATTA
GTTAAAGATT
CTCGTTAAAG

A -

215
CTTACCAGCC
AGCTTACCAG
TAAGCTTACC
CTAAGCTTAC
AGCTTACCAG
AAGCTTACCA
TAAGCTTACC
ACCTAAGCTT

R
275
ACATCTAAGG
GAACATCTAA

A ——

45
ATTCTTTAGA
GAATTCTTTA
GTGAAATTCT
KGTAAATTCT
GAATTCTTTA
TGAATTCTTT
KCTAAATTAT
GGKSTGAAAT

R
105
ACCTAGTCAA
GGACCTAGTA
AGGGACGTAA
CAGGGACCWA
GGACCTAGTC
GGGACCTAGT
AGGGACGTAA
GGCAGGGACG

R R
165
ATTACAATAA
TAATTACAAT
AATAATTACM
TAATAATTAC
TAATTACAAT
ATAATTACAA
AATAATTACA
ATTAATAATT

R R
225
AAGGTTATAA
CCAAGGYTAT
AGCCAAGGTT
CAGCGAAGGT
CCAAGGYTAT
GCCAAGGTTA
AGCCAAGGTT
ACCAGCCAAG

R
285
GCATCACAGA
GGGCATCACA

ol
55
TTTATCAAAG
GATTTGTCAA
TAGATTTGTT
TTAGATGGAT
GATGTATCAC
AGATTTATCA
TTAGCGGATC
TATTTACCGG

R
115
CGCAAGCTGA
CACGCAAGCT
TCAACGCAAG
GTCAACGCAA
AACGCAAGCT
CAACGCAAGC
TCMACGCAAG
WAATCMACGC

R R
175
TCTATCCCCA
AATCTATCCC
ATAATCTATC
AATAATCTAT
AATCTATCCC
TAATCTATCC
ATAATCTATC
ACAATAATCT

R R
235
ACTTGTTGGA
AAACTTGTTG
ATAAACTTGT
TATAAACTTG
AAACTTGTTG
TAAACTTGTT
ATGAACTTGT
GTTATRAACT

R
295
CCTGTYATTG
GACCTGTYAT
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023 MT-462_898
024
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026
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TGGATGCATC
TTGGATGCAT
GATGCATCAT
GGATGCATCA
TGGATGCRTC
TGTTGGATGC

A —
305
CCTCAAACTT
TGCCTCAAAC
ATTGCCTCAA
YATTGCCTCA
GGCCTCAAAC
TTGCCTCAAA
ATTGCCTCAA
GTYATTGCCT

A —
365
GTTTTTAACC
ATGTTTTTAA
AAATGTTTTT
CAAATGTTTT
ATGTGTTTAA
AATGTTTTTA
TAATGTTTTT
AACAAATGTT

A —
425
CACTCCACCA
ATCACTCCAC
AAATCACTCC
CAAATCACTC
ATCACTCCAC
AATCACTCCA
AAATCACTCC
GACAAATCAC

B -

485
ATCTGTCAAT
CAATCTGTCA
GTCAATCTGT
TGTCAATCTG
CAATCTGTCA
TCAATCTGTC
GTCAATCTGT
GCTGYCAATC

R
545
CCGGAGAGCY
ACGCCGGAGA
TTAAGCCGGA
ATTAAGCCGC
AAGCCGCAGG

ATTGTAGCGC
CATTGTAGCG
TGTTGCGCGC
TTGTAGCGCG
AWTGTTGCGC
ATCATTGTWG

A
315
CCTTGCGTTA
TTCCTTGCGT
ACTTCCTTGC
AACTTCCTTG
TTCCTTGCGT
CTTCCTTGCG
ACTTCCTTGC
CAAACTTCCT

A ——

375
CTATTTAGAA
CCCTATTTAG
AACCCTATTT
TAACCCTATT
CCCTATTTAG
ACCCTATTTA
AACCCTATTT
TTTAACCCTA

A
435
ACTAAGAACG
CAACTAAGAA
ACCAACTAAG
CACCAACTAA
CAACTAAGAA
CCAACTAAGA
ACCAACTAAG
TCCRCCAACT

R -
495
CCTATCTATG
ATCCTTTCTA
CAATCCTTTC
TCAATCCTTT
ATCCTWTCTA
AATCCTWTCT
CAWTCCTTTC
TGTCWATCCT

R
555
MGAGCWGGTG
CGCTTGACGT
GAAGCYTGAC
GGACGCTTGA
AGCYAGGCGC

GCGTGCMGCC
CGCGTGCAGC
GWGCMGSCCA
CGWGCMGGCC
GCGTGCMGSC
CGCGCGWGCM

A
325
AACACGCAAA
TAAACACGCA
GTTAAACACG
CGTTAAACAC
TAAACACGCA
TTAAACACGC
GTWAAACACG
TGCGTTAAAC

A —
385
GGCTAAGGTC
CAGGCTAAGG
AGCAGGCTAA
TAGCAGGCTA
CAGGCTAAGG
GCAGGCTAAG
AGCAGGCTAA
TTTAGCAGGC

A —
445
GCCATGCACC
CGGCCGTKCA
AACGGCCATG
GAACGGCCRT
CGGCCATKCA
ACGGCCAGKC
AACGGCCATG
AAGAACGGCC

R -
505
TYTGGACCTG
TGTYTGGACC
TATGTYTGGA
CTATGTCTGG
TGTCTGGACC
ATGTCTGGAC
TATGTTTGGA
TTCTATGTCT

R
565
GKGCCCTGCC
GGTGGKGCGY
GCAATAACAG
CGTGGTGGKG
AATAACAGCG

CAGAACATCT
CCAGAACATC
CAACATCTAA
AGAACATCTA
CASAACATCT
GSCCAGAACA

R
335
GTCCTTCTAA
AAGTCCTTCT
CAAAGTCCTT
GCAAAGTCCT
AAGTCCTTCT
AAAGTCCTTC
CAAAGYCCTT
ACGCAAAGYC

A R
395
TCGYTCGKTA
TCTCGTTCGT
GGTCTCGTTC
AGGTCTCGTT
TCTCGTTCTG
GTCTCGCTCG
GGTCTCGYTC
TAAGGTCTCG

A R
455
ACCRCCCAYA
CCACCACCCA
CACCACCRCC
KCACCACCAC
CCACCRCCCA
ACCACCACCC
CACCACCRCC
ATGCACCACC

R
515
GCGTGTTTTC
TGGYGAGTTT
CCTGGCTAGT
ACCTGGCGAG
TGGCGAGTTT
CTGGYGAGTT
ACTGGCGAGT
GGACCTGGYG

N
575
GTCAATTCCA
CTGTGATGCT
CCCCTCCGTC
CCCTTCCGTC
YCTGTGACGC

AAGGGCATCA
TAAGGGCATC
GGGCATCACA
AGGGCATCAC
AAGGGCATCA
TCTAAGGGCA

N
345
GAAGTAATTT
AAGAAGTAAT
CTAAGAAGTA
TCTAAGAAGT
AAGAAGYAAT
TAAGAAGTAA
CTAAGAAGYA
CTTCTAAGAA

R -

405
ACGGAATTCA
TAACGGAATT
GGTAACGGAA
CGTTAACGGA
TAACGGAATT
TTAACGGAAT
GGGAACGGAA
TTCGKKAACG

R R
465
GAATTGAGAA
YAGAATTRAG
CAYAGAATTA
CCAYAGAAKT
YAGAATTRAG
AYAGAATTAA
CAYAGAATTR
RCYMAYAGAA

R -
525
CCGTCTTGAG
TCACGTGTTG
TTTCCCGGAC
TTTTCCCGGA
AGAAGGACTT
TTCCCGTGTT
TTTCACGTGT
AGTTTTCCCG

N
585
GATGGTTTGG
TCCTTATGTT
AWTTCYTTAT
AWTTCCTGAT
CCTYAGATAG

CAGACCTGTY
ACAGACCTGT
GACCTGTYAT
AGACCTGTYA
CAGACCTGTY
TCACAGACCT

A
355
AAAAACAAAT
TTAAAAACAA
ATTTAAAAAC
AATTTAAAAA
TCAAAAACAA
TTTAAAAACA
ATTTAAAAAC
GYAATTYAAA

R -

415
CCAGACAAAT
CACCAGACAA
TTAACCAGAC
ATTCACCAGA
CACCAGACAA
TAACCAGACA
TTAACCAGAC
GGATTMACCA

A
475
AGAGCTGTCA
AAAGAGCTGT
AGAWAGAGCT
RAGCAAGAGC
AWAGAGCTGT
GAAAGAGCTG
AGAAAGAGCT
TTRAGAWAGA

R
535
TCAAATTAAG
AGTCAAATTA
TTGAGTCAAA
CTTGGGTCAA
GAGTCAAATT
GAGTCAAATT
TGAGTCAAAT
TGTTGAGTCA

N
595
GCCTKMCGAC
TTGGGCCTCM
GGTCTGGGCT
AGTCTGGGCT
TCTCAGCTTC
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AAGCCGGAGA
TAAGCCGGGG
AATTAAGCCG

A —
605
CRTWAYCMTC
CGACCRTWCT
GKRCGCCCRT
GYGCGCCCWC
GCGCCCRCWC
KMCGCCCWCW
GCCCRCYWCC
TTCGCGCGCR

R
665
TTGAATGYGA
TCTTTTGAAG
GWATCTTTAT
TWATCTTTAT
MTCTTTTTGA
TWATCTTTAT
TTTATGAAGA
KWMKCTTTTG

celeeo
125
KCATCGTAWG
ATCYCATCGT
ACGGGTAAYG
GGGTATCYGA
TAACKCCTCG
CGGGTAAYGC
AAYGCCTCGT
AGTAAYGCMT

B -

785
CYCGCGCTCC
CAYSCTCYCG
TTGKACACAY
TACAMAYCCG
YCCKYYCGYM
GTACACACCG
YSCKCCCGYA
TACACAYSCG

A -
845
CTYGYATCWG
AGTGCYCGYA
ATWWATAGCA
TTAATACAAG
CAGTRCTCSY
TASMAGTRYC
GMAGTRCYYC
GTWTAATAGC

AGTTTGACGC
AYTTTGACGW
GAGRCGCTTG

A
615
CTGGAACCCA
CACGCTRCAA
WCCCCCSCTG
WCTCCCCCTG
YCMCSCYGCA
CCCMTCCYRG
CTCAMGCAAC
TACCCMCSCY

R I
675
CTTGYGATCK
MCGCCTTGYG
GAAGGCGACT
GAATACGAMT
AKRCGCCTTG
GAAGGCGACT
CGCCTTCYGA
AAGGCGACCT

celeeo
735
CGAWCGYCAT
AWGCGCWCCC
SATCGTMWGC
TCGTMTGCGC
TATGCGCTCG
CTCGTMWGCG
MWGCGCTCGY
MGTMTKCGCW

R -
795
TWCTCWTTGA
CGCTCCTWCT
SCKYCCGYMG
CYCGYMGCTS
GCTSCTASCS
YCCGCGCWSC
GCWSCTWCCG
YCCGTAGCTG

A -
855
MTMYWGWAAG
TCWGCYCCTG
GTRCYYGYAT
TRCYYSTATC
AYTGCMYMTA
CSTATCWGCA
STATTAGCAY
AGTRCTYCGT

AATRGGKGCC
GTRGCAGCCT
ACGTAATGAC

R
625
AAAATTTTKW
CCCAAAGACT
RAACCCAAAG
GAACCCAAAG
TCCCACAGAC
AACCCAAMAG
CCAAAGGYTT
GSAACCCAAA

R I
685
GKAGWGAKYA
ATCKCKAGWG
TTGYGATCTC
TCYGATCKGK
YGATCKCKAG
TGYGATCKCT
TCTSGATWGA
CTGATCKCKA

celeeo |

745
MAGCTYGCGC
CATCACGCTY
GCWCGYCAWC
WCGCCATCAG
CCATMAGCTC
ATCGYCAWCM
CAWCMKCTYG
CGYCAWCMKC

R -
805
SWGATCTRAG
CATTGASWGA
CTSCTTCYSW
CTWCTSATTG
WTTGASWGAT
TACTGWTTGA
ATTRASWRAT
CTTACYGWTT

R
865
TCTRTRACGY
AMAGTCTGAG
YAGMYCTAGW
WGCYMTARTA
TAAGTATGGA
YMTAGTAAGT
MTAKMAAGYA
ATTAGCATCT

CTTCCGTCGC
TCCGACACTT
AGGYTTCCGT

R
635
ATCCTTGGCT
TTWTAATCCT
AYTTTATAAC
AYTTTWTATT
TTTATAACYC
AYTTTATATT
TTATTCCTSG
GATTTATAAT

R
695
TAGTTAATAG
RGYATWGTWA
KATAGGKTAT
AGWGAKTATT
AGRKYATWGT
AGYCGAKYAT
TTATWGGTAA
TAGATTATTG

R -

755
TGAATACRTC
GYKTTGAATA
MTYTTYGCKC
YTYGYGCTGA
GYKCTGATTA
TCTYGCGCTG
CKYTGATTAC
TTGYKYTGGA

R
815
AAATTATCTC
TCTGRKAAAT
TTGAMWRATC
ASWGATCTRR
CTRGAAATTC
SWGATCTRRK
CTRAGAAAAT
GASAGATCWG

R
875
TTCTCWMMAC
ATCGCTCTYY
AAGTCWTAGW
AAGTCTAAGA
CGYTCTTYTC
CATAGWRTCG
TAGAKAACTC
AKMAGYYWTA

CCTCYTGAAA
CTTGAAAGTT
CGCCCCCWGA

N
645
GGTGCTGAAG
TGGCTGGTAS
TTTCGCTGGG
TCTTGGCTGG
TGGCWGGTRM
CCTTGGCTGG
GMTGGTGMGG
CCTSGKARGG

R -
705
TAAATCTTTA
WTAGTTAATC
WGTTAATTAK
GTTATTAGTA
WAATATTAAT
WGTTAATAGT
TTAGTTAATC
TAATTAGTAA

col el

765
AATRCYCTTT
CATSCCTRCM
TTGAATTACA
ATACRTCMAA
CGTSAMACMY
AATACGTGAA
ATMAMARCCC
TTACGTSAMT

R -
825
GACWGWRTAA
TCATCAGACW
TGRKAAWTTA
GAAWTTCAYC
ATCTACGACW
AAWTCATCTA
CAYYYTMGAC
AGTAAWTCAY

R
885
WAACAAAAAA
WWMMTCACCA
RWACKTYYYT
WCGYYTYTYT
ATAGCGAGAG
TCTYYTYWMA
TCTYTCACTC
RWGWASTYTY

GTCTGGGCTG
TGAGCCGKGC
TAGTCTGGGC

A
655
GRGWATCTTT
TGAAGGGKWA
AAGCTTAGGA
TGCGKWWGGG
GCTTAGGRKW
TGCTGWKGGG
AAGGGTWATC
KGCGGAAGGR

R
715
ACGRGGAATC
TTTAACGGGT
TTAATCTTTC
AATCTTACAC
CTTACACGGG
AAAGACTAAA
TTTCAMGGGK
AGCTTTCACS

ol
775
GGCACACSST
YCTTTGKRCA
TSMCCACYCT
ACMYCTTTTG
CTTGTGCACA
TGCMYCTTTT
TTTTGGAAAA
RCMTCTTTTG

R
835
ATAGCAARTG
GWATAATACA
TCTAGACWGT
TAGACWGKAT
GKATTAATAG
GACWGKWTWA
TGTWTWAATA
YYTCGKACWG

R R
895
AGAGGGGG. .
GAAAAA. ...
TYTMTAGAGA
CTAGCAAGAG
GGAGAGGGAG
TCAYAAGARA
ATAAGGAAGA
WTYAATCAAT



090
091
092
093 MT-462 897
094 MT-462 897
095 MT-462 897
096 MT-462 898

RARGRGRGAG

ARAAGCCTCT

GGAGGGRAGA GAGRARATCC

097 MT-462 898 GARTCT....
098]MT—462_898 GARGRGGAGG
099 MT-462 898 GGGAGAGGA.
100]MT—462_898 AGKRRAARAG
101

102

103

104 Alinhamento:

105

106 A |
107 5

108 MT-461 887 AGGKTTTGGC
109]%T—461_887 GGGGGATTGG
110]MT—461_887 AGGATTTTGG
111NW—461_887 CKWRRTTKYS
112]MT—461_888 TATTGAATTG
113 MT-461 888 GGGWATTTGG
114

115 |
116 65

117 MT-461 887 AGCTGAGAAC
118]%T—461_887 AGAAGCCTGA
119 MT-461 887 GAGGGAGCCT
120]%T—461_887 GAACTAAAAT
121MT—461_888 GGAGAGGGAG
122]MT—461_888 GAGGGAGCCT
123

124 R I
125 125
126]MT—461_887 TCTAATTTTC
127]MT—461_887 CAAACAGCTT
128]MT—461_887 TTCTAACAGC
129]MT—461_887 ACACTCTAAT
130]MT—461_888 CAATTCTAAC
131]MT—461_888 TTCTAACATC
132

133 el
134 185
135]MT—461_887 CARAGGACAT
136]MT—461_887 ATGCTTTTAT
137MT—461_887 GTAGTTTTTA
138]MT—461_887 CWTTTCAAAG
139]MT—461_888 GGAAAAAATT
140]%T—461_888 AAATGCTTTT
141

142 P I
143 245
144]MT—461_887 GTTATTTTTA
145 MT-461 887 GCCGACCGGY
146 MT-461 887 AGCCGACCGG
147]MT—461_887 GACCGGTTAT

AAGAGGYTTT

GGAGRAAGAA

primer HEPF300

A —_—

15
CTTCCGGGGC
GGCTACCGGG
GCCTTCCGGT
GCCTACKGCG
GGGCCTAACC
GCTTACCGTG

R —_—

75
TGTTATCACA
GAAACGGCTA
GAGAAACGGC
CCTATTTTAT
CCTGAGAMAC
GAGAAACGGC

A
135
TCAAGTAAAA
ATTATAGGAA
ATATGATAGG
TTTCTCAAAG
AGCACAAGAG
ATATTAGAGG

A ——

195
TATTGCTAGA
GAGGACATTA
TGAGAAAAAT
GACATTATTG
TTTCTGAGGA
CTGAGGACAT

A -
255
GCAAAAATTC
TATTTTTAGC
YGATTTTTAG
TTTTAGCAAA

CTG

R ——

25
AGTWTCGGTT
GGCAGTGTCG
GGGCAGTGAG
CCTATCAATC
GGKGGCAGTR
GGCAGTGACG

R —_—

85
TCTAACTGGG
CCACATCTTG
TACCACATCT
TATTCCATGC
GGCTACCACA
TACCACATCT

A
145
GTCCTGAAAT
GTGACAAGAA
TAGGGACAAG
TAAAAATCCT
AGGTAGTGAC
WAAGGAAAAG

R
205
AACACACGAA
TTGCTAGAAA
TTTGCTACTT
CTAGAAACAC
CATTTTTGCT
TATTGCTAGA

R
265
AACTACGAGC
CAGAATTCAA
CCAAAATTCA
AATTCAACTA

N —_—

35
AACGGGGGAT
GTTAACGGGG
GGTTAACGGG
ATTAATTTAG
TCGGTTAACG
GTTAACGGGG

N —_—

95
GAATTGGAAA
CGAAGGCAGT
WAGGAAGGCA
TGCAGTATTC
TCTAAGGAAG
AAGGAAGCAG

A R
155
TTGCTTTTAA
ATAACAATTC
TAATAACAGT
GAAATTTGCT
AAGAAATAAC
AAATAACAAT

A -

215
GATACCGCTT
CTCAACAAGA
ATACAAGAAG
ACCAAGATAC
AGAAACACAC
AATACACGAA

R
275
TTTTTAACTG
CTACGAGCTT
ACTACKAGCT
CGAGCTTTTT

R
45
AGGGWTCGAC
GATAGGGWTC
GGATAGGGTT
TTCTTAAAAC
GGGGAKTAGG
GAKTAGGGWT

R R
105
GGTTAGCCCG
TGGAGACGAA
GCWGGMGACG
AAAACGTTAG
GSAGCAGGAM
CTGGAAACGT

A R
165
CAATAAAGTA
GAGTTAGACA
CGAGGTAGAC
TTTAACAATA
AATACGAGGY
TTGAGTTAGA

R R
225
TTATTAATAA
TACCACTGTT
ATACCGCTGT
CACTTTTATT
GAAGATACCA
GATACCGCTT

R
285
CGACGATTTT
TTTAACTGCG
TTTTAACTGC
AACTGCRACA

A —

55
TCCGGAKAGG
GATTCCGGAG
CGATTCCGGA
CAATAACGTA
GWTCGATTCC
CGATTCCGGA

A
115
AATTAAACAC
TYACCGAATT
AATYACCCAA
CCTGCTTGAA
ACRAATKACC
TATTACCCAA

A
175
AAATGCATTT
ATAAGGGAAA
AATATGGGAA
AAGTAAAATG
AGACAATAAG
CAATAAAGTA

R R
235
AAGCMGACCG
ATTAATAAAA
TATTAATAAA
AATAAAAGCM
CTGTTATTAA
TTATTAATAA

R R
295
AATATACGCT
ACGATTTTAA
GACGATTTTA
ATTTTAATAT
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197
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201 MT-461_887
202 MT-461_888
203 MT-461_888
204
205

TAAAAGCCGA
AAGCAGACCG

R
305
ATTGGAGCTG
GATACGCGAT
ATATACGCTA
ACGCTATTGG
TTTAATATAC
AATATACGCT

R
365
AAAGTATTTA
TACTTTAAAA
ATACTTTAAA
TTTAAAAAGT
ATTGATACTT
GATACTTTAA

R
425
TTCTTGTCWC
ACTGYWATTT
AACTGTWATT
GTWATTTCTT
CTYGTACTGT
GWACTGTWAT

celeeo
485
CTTAGATGTG
CTGCCTTCCT
RCTGCCTTCC
CCTTCCTTAG
GCCTRCTGCC
TRCTGCCTTC

A —

545
AACCGTSACT
CCCCCGWTAA
TCCCCCGWTA
CCGWTAACCG
CTAATCCCCC
ATCCCCCGWT

ARAAACAGAG
YAGGAAACAG
AANACARAGA.

ATGTYWAGAA
YYARRAWACA

CCGGTTATTT
GYTATTTTTA

R
315
GAATTACCGC
TGGAGCTGGA
TTGGAGCTGG
AGCTGGAATT
GCTATTGGAG
ATTGGAGCTG

R I
375
AATTTCTATC
AGTATTTAAA
AAGTATTTAA
ATTTAAATTT
TAAAAAGTAT
AAAGTATTTA

R I
435
TACCTCTMTT
CTTGTCACTA
TCTTGTCACT
GTCACTACCT
WATTTCTTGT
TTCTTGTCAC

celeeo
495
GWAGCCGWTT
TAGATRTGGW
TKAGATGTGG
ATGTGGWAGC
TTCCTKAGAT
CTTAGATGTG

A ——

555
GCCACGGKRM
CCGKSACTGC
ACCGTSACTG
KCACTGCCAC
GWTWACCGKC
AACCGTCACT

WACAAGA
GAGA. ..

TTAGCAAAAA
GCAAAAATTC

R I
325
GGCTGCTGGC
ATTACCGCGG
AATTACCGCG
ACCGCGGCTG
CTGGAATTAC
GAATTACCGC

R -
385
AGTCCAATTA
TTTCTATCAG
ATTTCTATCA
CTATCAKTCC
TTAAATTTCT
AATTTCTATC

R -
445
ATGCTGTTAG
CCTCTCTTAT
ACCTCTCTTA
CTMTTATGCT
CACTACCTCT
TACCTCTCTT

celeeo |

505
CTCAGGCTCC
AGCCGWTTCT
WAGCCGWTTC
CGWTTCTCAG
GTRGWAKCCG
GWAGCCGWTT

A ——

565
GYCWATACCA
CACGGKRAGY
CYACGGTAMG
GGKAAGCCAA
ACTGCYACGG
GCCACGGKRA

TTWAACTACK
AACTACKAGC

R
335
ACCAGACTTG
CTGCTGGCAC
GCTGCCGGCA
CYGGCACCAG
CGCGGCTGCC
GGCTGCTGGC

R
395
CWACGCATTT
TCCAATTACT
GTCCAATTAC
AATTACAACG
ATCATTCCAA
ATTCCAATTA

R
455
AAGTGGGYAA
GCTGTTAGAA
TGCTGTTAGA
GTTAGAATTG
CTTGTGCTGT
ATGCTGTTAG

R
515
CTCTCCGGAA
CAGGCTCCCT
TCAGGCTCCC
GCTCCCTCTC
WTTCTCAGGC
CTCAGGCTCC

A -

575
TACCGTCGAA
YAATATCATA
YYAATACCAT
TACCATACCG
KRMGCYAATA
GYCAATACCW

AGCTTTTTAA
TTTTTAACTG

R
345
CCCTCCAATT
CAGACTTGCC
CCAGACTTGC
ACTTGCCCTC
GGCACCAGAC
ACCAGACTTG

R -
405
TAACTGCCTT
ACGCATTTTA
TACGCATTTT
CATTTTAACT
TTACTACGTT
CWACGCATTT

R
465
WTKGCGCGCC
GTGGGYWAWT
AGTGGGYWAW
GGYAATTTGC
TAGAAGTGGG
AATTGGGYWA

col e

525
TCGAACCCTA
CTCCGGAATC
TCTCCGGAAT
CGGAATCGAA
TCCCTCTCCG
CTCTCCGGAA

R I

585
AGCTGATAGG
CCGTCRAAAG
ACCGTCGAAA
TCGAAAGCTG
CCWTACCGTC
TACCGTCGAA

CTGCGACAAT
CGACAATTTT

R
355
GATACTTTAA
CTCCAATTGA
CCTCCAATTG
CAATTGATAC
TTGCCCTCCA
CCCTCCAATT

R
415
GWACTGTWAT
ACTGCCTYGW
AACTGCCTYG
GCCTTGWACT
TTTTAACTGC
TAACTGCCTY

R
475
TRCTGCCTTC
KGCKCGCCTR
TKGCGCGCCT
GCGCCTGCTG
YWAWTKGCGC
WTKGCKCGCC

ol
535
ATCCCCCGWT
GAACCCTAAT
CGAGCCCTAA
CCCTAATCCC
GAATCGAACC
TCGAACCCTA

A
595
YYAGAAACAG
CTGATATGTY
GCTGATAGTY
AAGTTTARRR
RAAAGCTGAT
AGCTGATAGT



206

207 Alinhamento:

208

209

210 N I
211 5
212MT—461_887 GTGGATSTGG
213]MT—461_887 AGAGGTATTT
214—MT—461_887 ATGGTTTGGG
215]MT—461_888 CATTCKKGTG
216]MT—461_888 AGGAATTGGG
217]MT—461_888 CGGAATTTGG
218

219 R
220 65
221]MT—461_887 AGAGAAGCCT
222]%T—461_887 AGAGGGAGCC
223 MT-461 887  GCCTGAGAAA
224]%T—46l_888 TAGAASTAAA
225]%T—461_888 AGGGAGCCTG
226]%T—46l_888 AGGGAGCCTG
227

228 A
229 125
230]%T—461_887 AAACATCTAA
231]%T—46l_887 TTCTAACATC
232]%T—461_887 TCTAATTTTC
233]ﬂT—46l_888 AAACACTCTA
234]%T—461_888 TCTAACAGCA
235]%T—46l_888 TTCTAACATC
236

237 R |
238 185
239]MT—461_887 GCTTTTCAAA
240]MT—461_887 AATGCTTTTC
241]MT—461_887 TCAAAGAACA
242MT—461_888 TGCWTTTCAA
243]MT—461_888 AAACATTTCT
244]MT—461_888 AAAAGCATTT
245

246 R |
247 245
248]MT—461_887 AGACCGGTTA
249]MT—461_887 AGCMGACCGG
250]%T—461_887 GGYTATTTTT
251MT—461_888 CAGACCGGTT
252]MT—461_888 GCAGACCGGT
253 MT-461 888 AAGCAGACCG
254

255 R
256 305
257MT—461_887 TACGCTATTG
258]%T—461_887 ATATACGCTA
259 MT-461 887  TATTGGAGCT
260]%T—461_888 ATACGCTATT
261MT—461_888 TATACGCTAT
262MT—461_888 AATATACGCT

263

primer HEP900

A —_—

15
GKTTACCGGG
GGCCTACCCG
CTTCCGTGGC
CCCCCTACTG
CTTACCGGTG
GCTTCCGKGG

A —_—

75
GAGAAAAGGC
TGAGAAACGG
ATGTTATTCA
ATCCTATTTT
AGAAACGGCT
AGAAACGGTT

A ——

135
TTATCTCAAA
TTATGATAGG
TCAAAGKAAA
ATTTTCTCAA
CAAGAGAGGT
ATAAGATAGG

R I
195
GGACATTATT
AGAGGACATT
TTATTGCTAG
AGGACATTAT
GAGGAAATTA
CAAAGGACAT

T
255

TTTTTAGCAA
YKATTTTTAG
AGCAAAAATT
ATTTTTAGCA
TATTTTTAGC
GYTATTTTTA

R
315
GAGCTGGAAT
TTGGAGCTGG
GGAATTACCG
GGAGCTGGAA
TGGAGCTGGA
ATTGGAGCTG

R ——

25
GGCAGTRTCG
TGGGCAGTGT
AGTGAGGTTA
CCCCTATCAA
GCAGTRTCGG
GCAGTRTCGG

A —
85
TATACATCTT
CTACCACATC
TCTTGCTGCA
ATTATTCCAT
ACCACATCTA
ACCACATCTA

A ——

145
GGAAAAATCC
AAGGGAAAAG
AATCCTGAAA
AGTAAAAATC
AGTGAAAGAA
AAAGGAAAAG

R I
205
GCTAGAAACA
ATTGCTAGAA
AAACACACGA
TGCTAGAAAC
TTGCTACTTT
TATTGCTAGA

T
265

AAATTCAACT
CAAAAATTCA
CAACTACKAG
AAAATTCAAC
AAAAATTMAA
GCAAAAATTC

R
325
TACCGCGGCT
AATTACCGCG
CGGCTGCTGG
TTACCGCGGC
ATTACCGCGG
GAATTACCGC

N —_—

35
GTCAAATGGG
CGGTTAACGG
ACGGGGGATA
TCATTAATTT
TTAACGGGGG
TTAACGGGGG

R -
95
GCTGCAGAGC
TTGGAAGGCA
GAGTTCAAAA
GCTGCAGWRT
AGGAAGGGAG
AGGAAGGCAG

A -

155
TGAAATTTGC
AAATGAAATT
TTTGCTTTTA
CTGAAATTTG
ATAAAAATAC
AAATAACAAT

R
215
CAACAAGATA
ACACACGAAG
AGATACCACT
ACACCAAGAT
TTCAAGAAGA
AACACACGAA

R
275

ACGAGCTTTT
ACTACGAGCT
CTTTTTAACT
TACGAGCTTT
CTACKAGCTT
AACTACKAGC

N
335
GCTGGCACCA
GCTGCTGGCA
CACCAGACTT
TGCTGGCACC
CTGCCTGCAC
GGCTGCTGGC

N —_—

45
GGAGTAGGGW
GGGATAGGGW
GGGTTCGATT
AGTTCTTAAA
AKTAGGGWTC
AKTAGGGWTC

R
105
AGGAGACGAA
GCAGGAGACG
CGTTAGCATG
TCAAAACGTT
CAGGAAACRA
CTGGAGACGT

R -

165
TTTTAACAAT
CGCGTTTGAC
ACAATAAAGT
CTTTTAACAA
GAGGYAGACA
TTGAGTTTGA

R
225
CCACTTTTAT
ATACCACTGT
GTTATTAATT
ACCACTTTTA
TACCACTTTT
GATACCACTT

R
285

TAACTGCRAC
TTTTAACTGC
GCGACGATTT
TTAACTGCRA
TTTAACTGCG
TTTTTAACTG

e
345
GACTTGCCCT
CCAGACTTGC
GCCCTCCAAT
AGACTTGCCC
CAGACTTGCC
ACCAGACTTG

A —

55
ACGATTCCGG
WCGATTCCGG
CCGGAGAGGA
ACCAATAACG
GATTCCGGAG
GATTCCGGAG

R ——
115
GCCTGAATTC
TTTYACCGAA
AATTAAACAC
AGCCTGCTTG
ATGACCCAAT
TATYACCCAA

R -

175
AAAGGAAAAT
AATAAGGTAA
AAAATGCTTT
TAAAGTAAAA
ATAAGGGAAA
CAATAAAGGA

R
235
TAATAAAAGC
TATTAATAAA
AAAGCCGACC
TTAATAAAAG
ATTAATAAAA
TTATTAATAA

R B
295

AATTTTAATA
GACGATTTTA
TAATATACGC
CAATTTTAAT
ACAATTTTAA
CRACAATTTT

R
355
CCAATTGATA
CCTCCAATTG
TGATACTTTA
TCCAATTGAT
CTCCAATTGA
CCCTCCAATT



264
265
266 MT-461 887
267 MT-461_887
268 MT-461_887
269 MT-461_888
270 MT-461_888
271 MT-461_888
272
273
274
275 MT-461_887
276 MT-461_887
277 MT-461_887
278 MT-461_888
279 MT-461_888
280 MT-461_888
281
282
283
284 MT-461 887
285 MT-461_887
286 MT-461 887
287 MT-461_888
288 MT-461_888
289 MT-461 888
290
291
292
293 MT-461 887
294 MT-461_887
295 MT-461_887
296 MT-461 888
297 MT-461_888
298 MT-461 888
299
300
301
302 MT-461 887
303 MT-461 887
304 MT-461_887
305 MT-461_ 888
306 MT-461_888
307 MT-461_888
308

R
365
CTTTAAAAAG
ATACTTTAAA
AAAAGTATTT
ACTTTAAAAA
TACTTTAAAA
GATACTTTAA

A —
425
TGTWATTTCT
WACTGYWATT
TTTCTTGTCA
CTGTWATTTC
ACTGYWATTT
GWACTGTWAT

A —

485
GCCTTCCTTA
RCTGCCTTCC
CCTKAGATGT
TGCCTTCCTT
CTGCCTTCCT
TRCTGCCTTC

A —
545
CCCGTTAACC
TCCCCCGWTW
TAACCGKCAC
CCCCGWTAAC
CCCCCGWTAA
ATCCCCCGWT

R -
605
AAAACAGAGA
YAGAAACAGA

AAAAMMA. ..
ARAAACAAA.
WRRRAAACAR

A —_—
375
TATTTAAATT
AAGTATTTAA
AAATTTCTAT
GTATTTAAAT
AGTATTTAAA
AAAGTATTTA

A
435
TGTCWCTACC
TCTTGTCWCT
CTACCTCTCT
TTGTCACTAC
CTTGTCACTA
WICTTGTCWC

A ——

495
GATGTGGWAG
TKAGATGTGG
GGWAGCCGWT
AGATGTGGWA
KAGATGTGGW
CTTAGATGTG

A
555
GKSASTGCCA
ACCGTCACTG
TGCCACGGKR
CGTCACTGCC
CCGTCACTGC
WACCGTCACT

N ——

385
TCTATCAGTC
ATTTCTATCA
CAGTCCWATT
TTCTATCAKT
TTTCTATCAG
AATTTCTATC

A
445
TCTMTTATGC
ACCTCTMTTA
TATGCTGTTA
CTCTMTTATG
CCTCTCTTGG
TACCTCTCTT

A —

505
CCGWTTCTCA
WAGCCGWTTC
TCTCAGGCTC
GCCGWTTCTC
AGCCGWTTCT
GWAGCCGWTT

A —
565
CGGKRAGYYA
CCACGGKRMG
AGYCAATACC
ACGGTAAGCC
CWCGGKRAGC
GCCACGGKRA

N ——

395
CAATTACWAC
GTCCAATTAC
ACAACGCATT
CCAATTACAA
TCCAATTACA
AGTCCWATTA

R
455
TGTTAGAAGT
TGCTGTTAGA
GAAGTGGGYW
CTGTTAGAAT
GCTGTTAGAA
ATGCTGTTAG

A -

515
GGCTCCCTCT
TCAGGCTCCC
CCTCTCCGGA
AGGCTCCCTC
CAGGCTCCCT
CTCAGGCTCC

A R
575
ATACCATACC
CCAATACCAT
ATACCGTCRA
AATACCATAC
CAATATCATA
GYCAATACCA

R

405
GCATTTTAAC
AACGCATTTT
TTAACTGCCT
CGCATTTTAA
ACGCATTTTA
CWACGCATTT

N
465
GGGYAAWTTG
AGTGGGYWAW
AWTKGCKCGC
TGGGYAAWTT
GTRGGYWAWT
AATTGGGYAA

A -

525
CCGGAATCGA
TCTCCGGAAT
ATCGAACCCT
TCCGGAATCG
CTCCGGAATC
CTCTCCGGAA

R R
585
GTCRAAAGCT
ACCGTCGAAA
AAGCTGAAGT
CGTCGAAAGC
CCGTCRAAAG
TACCGTCGAA

N —_—
415
TGCCTYGWAC
AACTGCCTYG
YGWACTGTWA
CTGCCTTGWA
ACTGCCTYGT
TAACTGCCTY

R —
475
CKCGCCTRCT
TKGCKCGCCT
CTRCTGCCTT
GCGCGCCTRC
KGCKCGCCTR
WTKGCGCGCC

R -

535
ACCCTAATCC
CGAGMCCTAA
AATCCCCCGW
AACCCTAATC
GAGMCCTAAT
TCGAACCCTA

A
595
GATAGGTYAR
GCTGATAGTY
TTARRAAAYG
TGAAGTTWAA
CTGAAGTYYA
AGCTGAAGTT



