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Resumo

A brucelose é uma das zoonoses bacterianas mais comuns a nivel mundial, podendo
infetar o Homem e animais, constituindo por isso um importante problema de saude
publica. Em Portugal, a brucelose é uma doenca endémica e encontra-se entre as 3
zoonoses com maior incidéncia no pais. E causada por bactérias Gram-negativas do
género Brucella. As bactérias deste género sdo muito préximas geneticamente,
apresentando uma homologia superior a 90%, o que dificulta a sua identificacdo e
genotipagem. Sendo uma bactéria intracelular, a patogenicidade de Brucella baseia-se
na sua capacidade de penetrar, sobreviver e de se multiplicar no interior das células do
hospedeiro. Um dos elementos envolvidos na viruléncia de Brucella sao as proteinas
efetoras, secretadas para o interior das células do hospedeiro, através de um sistema
de secrec¢do (T4SS).

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo e o estudo da variabilidade genética de 3
genes efetores (BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533), e a genotipagem molecular de
estirpes de Brucella, pertencentes a colecdo do INSA, utilizando metodologias
moleculares, tais como o PCR (Polymerase Chain Reaction), a sequenciacdo de DNA e
MLVA (Multiple-Locus Variable number tandem repeats Analysis), bem como métodos
bioinformaticos para andlise de sequéncias e inferéncia filogenética. No estudo dos
efetores verificou-se uma grande homologia entre as sequéncias, evidenciando a
elevada conservacdo destes genes possivelmente associados a viruléncia.

O ensaio MLVA16 revelou-se altamente discriminatério, com os loci do painel 2B a
apresentar valores de indice de Diversidade mais elevados (>0,7). Nos estudos de
filogenia realizados é de salientar que as estirpes de B. abortus e B. melitensis se
mostraram proximas entre si e as estirpes pertencentes a B. suis mais divergentes e
préximas entre si.

A caracterizacdo molecular de Brucella e o desenvolvimento de métodos de tipagem,
cada vez mais robustos, é de grande importancia em diversas areas, como diagnéstico,
estudos de diversidade genética, em contexto evolutivo ou vigilancia epidemioldgica,

caracterizacdo de surtos e investigacdo de mecanismos de viruléncia.

Palavras-chave: Brucella, viruléncia, efetores, MLVA16, tipagem molecular.
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Abstract

Brucellosis is a worldwide zoonotic disease that can infect both humans and animals
and therefore is a major public health concern. In Portugal, brucellosis is an endemic
disease and it is among the three zoonoses with the highest incidence in the country.

It is caused by Gram negative bacteria of the genus Brucella. The bacteria of this genus
are very close genetically, with a degree of homology higher than 90%, which causes
their identification and genotyping to be challenging.

Being an intracellular bacterium, Brucella pathogenicity is based on its ability to
penetrate, survive and multiply within the host cell. Effector proteins are one of the
many factors involved in the virulence of Brucella and they are secreted within the
host cells, through a Type 4 Secretion System (T4SS).

The aim of this work was to assess the genetic variability of three effector genes
(BAB1_ 0296, BAB1 1101 and BAB1 1533) and genotyping of Brucella strains from
INSA’s repository, using molecular methods, such as PCR (Polymerase Chain Reaction),
DNA sequencing, MLVA (Multiple-Locus Variable number tandem repeats Analysis),
and bioinformatics tools for sequence analysis and phylogenetic studies.

The effector’s study showed a high degree of homology between the sequences,
suggesting the high conservation of these potential virulence genes.

The MLVA16 assay proved to be highly discriminatory, with the /oci of panel 2B
showing the higher Diversity Index values (>0.7). The phylogenetic reconstruction
revealed the close relationship between B. abortus and B. melitensis and grouped B.
suis as the most divergent species.

Molecular characterization of Brucella and the development of more robust typing
methods is of great importance in areas such as diagnosis, genetic diversity studies, in
both evolutionary and epidemiological surveillance contexts, outbreaks

characterization and virulence mechanisms investigation.

Keywords: Brucella, virulence, effectors, MLVA16, molecular typing.
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Introducdo

l. Introducao

1. Perspetiva Histdrica

A brucelose é uma doenca antiga [89] e uma das zoonoses bacterianas mais frequente
a nivel mundial, constituindo um importante problema de saude publica [54].

A Brucelose afeta varias espécies de mamiferos, terrestres e marinhos, domésticos ou
selvagens [12, 65], e pode também ser transmitida ao homem, havendo anualmente
mais de meio milhdo de novos casos a nivel mundial. A sua prevaléncia excede os 10
casos por 100000 habitantes, em alguns paises endémicos [76]. No entanto,
permanece uma doenca sub-diagnosticada e negligenciada, supondo-se que o nimero
estimado de casos ndo reportados seja dez vezes superior [12, 40, 42].

Esta infecdo é causada pela bactéria do género Brucella [75]. O género Brucella
contém atualmente 11 espécies, das quais B. abortus, B. suis, B. melitensis e raramente
B. canis podem provocar doenga no Homem. B. melitensis é a espécie mais virulenta e
mais prevalente em todo o Mundo [45, 66, 75, 104].

A brucelose era, inicialmente, conhecida a nivel local como Febre de “Malta”,
“Gibraltar” ou de “Creta” e frequentemente confundida com outras febres [104]. Em
1887, David Bruce isolou pela primeira vez o Micrococcus melitensis (M. melitensis), a
partir do bago de um soldado Britanico, morto devido a esta doen¢a, comum entre os
militares em Malta. Durante quase vinte anos, apds o isolamento de M. melitensis,
pensava-se que esta doenca fosse transmitida por um vetor. Somente em 1905,
Themistocles Zammit demonstrou, acidentalmente, a natureza zoondtica da doenca,
ao isolar M. melitensis a partir de leite de cabra [42]. Em 1897, um veterindrio
Dinamarqués, L.F. Benhard Bang, havia descoberto também um agente, que causava
aborto no gado, Bang bacillus (B. abortus). Mais tarde, Alice Evans, cientista norte
americana, confirmou a relacdo entre a doenca descrita por L.F. Benhard Bang e a
Febre de “Malta”, renomeando o género Brucella em homenagem a David Bruce [89].
Algumas espécies do género Brucella (B.abortus, B. melitensis e B. suis) foram
classificadas como agentes de bioterrorismo de classe B. Por conseguinte, sdo passiveis
de serem utilizadas como armas bioldgicas devido a sua baixa dose infeciosa (=<10?

organismos), facilidade de disseminacdo [53], cardter prolongado e patogénico e
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erradicacdo dispendiosa no caso de um possivel evento de bioterrorismo [4, 45]. A
inclusao de Brucella, na lista de agentes com potencialidades para serem utilizados
como arma bioldgica reforcou a preocupacao das autoridades de saude e de sanidade
animal. Aumentando, assim, o seu interesse por esta infecdo [49]. Isto obriga os
laboratérios de referéncia a uma constante atualizacdo e melhoria dos seus métodos
de detecgdo rapidos, tanto em amostras humanas, como de alimentos e animais [103,
108]. A manipulacdo deste agente deve ser feita, obrigatoriamente, em laboratérios de

Biosseguranca de nivel 3 (BSL-3) [8, 109].

2. Distribuicao Geografica

No que diz respeito a distribuicdo geografica da doenca, as areas mais afetadas sdo a
Bacia do Mediterraneo, o Médio Oriente, a América Central e do Sul, a Asia Central e o
Subcontinente Indiano [4, 76].

O Médio Oriente é considerado uma area endémica; cinco dos dez paises com
incidéncia mais alta da doenca encontram-se nesta regido, sendo a Siria o pais com
maior incidéncia a nivel mundial [76]. Na Asia Central e Ocidental, a prevaléncia da
doencga é muito alta, com a Mongélia a ser o segundo pais com maior incidéncia. Na
China um programa de vacina¢do massiva, que teve lugar entre 1964 e 1976 levou ao
declinio da doenca até 1994. Desde entdo tem-se vindo a registar um aumento de
casos [76]. Em Africa, a doenca é considerada endémica nas regides do norte do
continente. Na Africa subsariana, a doenca existe, tendo sido reportados surtos em
alguns paises, todavia, os dados sdo ainda muito escassos [77]. Na América Latina, o
México permanece um dos reservatdrios mais importantes de brucelose humana. A
brucelose animal afeta toda a América Central. Contudo, a doenca humana ndo é
endémica, exceto na Guatemala e no Panama. A América do Sul é tradicionalmente
uma zona endémica de brucelose humana [76].

Na Europa (figura 1), os casos de brucelose tém evidenciado uma tendéncia
decrescente, sendo esta menos acentuada nos ultimos dois anos [34]. Devido a
programas de erradicacdo, paises como Austria, Bélgica, Republica Checa, Dinamarca,
Estdnia, Finlandia, Franga, Alemanha, Luxemburgo, Holanda, Eslovadquia, Suécia, Reino

Unido, Noruega e Suica, sdo atualmente considerados oficialmente livres de brucelose,
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registando apenas casos de doenca humana importados [31]. A Turquia [55] e os
paises dos Balcds sdao zonas muito afetadas pela doenga assim como a bacia do
Mediterraneo [77].

Os paises com maior incidéncia de brucelose humana na Europa s3o a Grécia, a
Espanha e Portugal. Tendo, em 2012, contabilizado 67,7% do nimero total de casos
reportados na Europa [31]. Em Portugal, a brucelose é uma doenga de notificagao
obrigatdria, cuja casuistica a coloca entre as 3 zoonoses com maior incidéncia no pais,

tendo sido assinalados casos em todas as regides do Continente [28].

Number of cases
= 100
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I oo0s-1.09
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Not included

Figura 1. Taxas de notificacdo de brucelose humana na EU/EFTA, 2012. O mapa mostra, a
sombreado, a distribuicdo de casos de infecdo em humanos [31].

3. Impacto e fatores que influenciam a doenga

A brucelose afeta o bem-estar das populag¢des, ndo sé por causar doenga no Homem e
animais, mas também pelo impacto econdmico que causa pois implica prejuizos
elevados nas explora¢cdes agropecuadrias [76], uma vez que causa abortos em fémeas
gravidas, reduz a producdo de leite e causa infertilidade em animais infetados.
Levando a que, muitas vezes, se tenha de recorrer ao abate dos mesmos [40]. Estas
perdas econdmicas traduzem-se na diminuicdo da qualidade de vida das populagdes,
sobretudo nas que vivem em zonas rurais, onde o contacto com animais e o consumo

de produtos alimentares de origem animal é mais frequente e menos controlado [89].
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A incidéncia em humanos depende na sua grande maioria da ocorréncia de brucelose
num reservatorio animal, quer doméstico ou selvagem [42]. Por sua vez, a prevaléncia
da doenca nas zonas endémicas depende de varios fatores, tais como hdbitos
alimentares, métodos de processamento do leite e produtos derivados, praticas
pecuarias e higiene ambiental, medidas de prevencdo insuficientes e falta de
programas de controlo inadequados em alguns paises, bem como devido ao transporte
ndo controlado de animais através das fronteiras [45]. O risco ocupacional é também
elevado, para profissionais expostos a animais infetados ou aos seus fluidos ou tecidos,
como é o caso de veterinarios, trabalhadores de matadouros e pecudria ou técnicos de
laboratorio [34].

Noutros paises, devido a conflitos armados e instabilidade politica, € muito provavel
gue programas de erradicacdo anteriormente bem-sucedidos ndo tenham alcancado
efeitos duradouros e a brucelose se tenha tornado um problema novamente [45]. Os
fatores socioecondmicos parecem influenciar também a distribuigao da doenga, quer a
nivel mundial, quer dentro dos proéprios paises [76].

Um dos pontos-chave para o controlo da doenca em humanos é a erradicacdo da
mesma em reservatérios animais. Outras medidas importantes sdo os cuidados de
higiene, para limitar os riscos de exposi¢cdo de algumas atividades ocupacionais, e a
pasteurizacao ou fervura dos produtos lacteos e outros alimentos de risco [45].

A maioria dos estudos indica que um dos fatores mais importantes para a prevencao
da brucelose animal é o uso de vacinas vivas [57]. A vacinacdo dos animais elimina,
praticamente, todos os sinais clinicos da doenga, assim como reduz a probabilidade de
gue a exposicdo ao agente infecioso cause doenca em humanos [45]. Atualmente
existem trés vacinas (Brucella abortus S19 e RB51 e Brucella melitensis Revl)
recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) para uso no controlo
da brucelose na pecudria [93, 101].

Ao longo da ultima década, a epidemiologia global da brucelose humana mudou, em
parte, devido a implementacdo de programas de vigilancia nacional e internacional, a
campanhas de vacinacdo animal, e a alteracbes socioecondmicas [95]. No entanto,
enguanto alguns paises eliminaram ou reduziram substancialmente a doenca, através
de programas extensivos de erradicacdo, esta permanece ainda um problema em

varias regides do mundo [102]. Um controlo adequado da brucelose ira ter,
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provavelmente, um maior impacto em populacbes que dependem da criacdo de

animais para satisfazer as suas necessidades econdmicas e nutricionais [40].

4. Género Brucella

4.1. Caracteristicas morfoldgicas

Morfologicamente, as bactérias do género Brucella, sdo pequenos cocobacillus (0.6-1.5
um de comprimento e 0.5 a 0.7 um de largura), sdo Gram-negativas, aerdbias e ndo
fermentadoras de agucares [4]. Ndao possuem capsula e ndao sdo formadoras de
esporos [12, 49, 75]. Ndo tém mobilidade, no entanto possuem todos os genes
necessarios a montagem de um flagelo funcional, exceto o sistema quimiotatico [89].
Sdo intracelulares facultativas, isto é, tém como habitat preferencial o interior das
células. Contudo, tém a capacidade de sobreviver no meio ambiente [101, 107].
Possuem uma membrana citoplasmatica, constituida por uma bicamada fosfolipidica,
na qual se inserem proteinas. Tém também uma parede celular constituida por
peptidoglicano e, como é comum a bactéricas Gram-negativas, uma membrana
externa. Esta membrana encontra-se a revestir a parede celular e é, essencialmente,
constituida por fosfolipidos, proteinas e uma molécula anfipatica denominada
lipopolissacarido (LPS) [9, 37]. O LPS (figura 2) localiza-se no folheto externo da
membrana externa e é constituido por um Lipido A, através do qual estd ancorado a
membrana; por um polissacdrido O; por uma cadeia lateral, que estd em contacto com
o espaco extracelular e pelo nucleo ou core de oligossacarido [10].

Este género inclui espécies que podem ocorrer nas formas lisa ou rugosa, dependendo
do tipo de lipopolissacarido (LPS) presente na membrana externa. O LPS pode ser liso
(S-LPS) (quando contém a cadeia O lateral) [10] ou rugoso (R-LPS) (quando a cadeia O
lateral ndo esta presente) [67]. As estirpes de B. melitensis, B. abortus e B. suis podem
ser lisas (S) ou rugosas (R), expressando lipopolissacaridos lisos (S-LPS), ou
lipopolissacaridos rugosos (R-LPS). As estirpes de B. ovis e B. canis sao naturalmente
rugosas, expressando assim R-LPS [21]. Relativamente ao aspeto macroscdpico das
coldnias lisas, estas apresentam relevo, sdo convexas, circulares, translicidas, e tém
entre 0,5 a 1 mm de diametro. Por outro lado as colénias rugosas sdo menos convexas

e mais opacas e possuem uma aparéncia amarelada, granular, amorfa e seca [2].
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Figura 2. Estrutura do LPS de Brucella, constituido pelo Lipido A, core de oligossacdrido e
o polissacdrido O [11].

4.2. Genoma

Apesar das diferencas de viruléncia e afinidade para o hospedeiro, as espécies de
Brucella possuem genomas bastante similares, quer em tamanho, quer na composicdo
de bases [8], apresentando uma homologia superior a 90%, demonstrada em ensaios
de hibridizacdo DNA-DNA [24].

As espécies pertencentes ao género Brucella, ja sequenciadas, tém um conteddo em
G+C de aproximadamente 57%. O genoma de Brucella é constituido por dois

cromossomas circulares com tamanhos de 2.1 Mb e 1.5 Mb. B. suis bv 3 é uma

excecdo, tendo apenas um cromossoma circular com o tamanho de 3.31 Mb [73].

4.3. Taxonomia e Filogenia de Brucella

O género Brucella pertence a familia Brucellaceae (familia 1ll), ordem Rhizobiales,
classe Alphaproteobacteria, filo Proteobacteria [4] juntamente com Ochrobactrum,

Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium, Bartonella e Rickettsia, com 0s quais esta
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proximamente relacionado [12, 82, 89]. As Alphaproteobacteria sdo um grupo diverso
de Gram-negativas, a partir das quais evoluiram vdrias linhagens de bactérias. As
familias de bactérias pertencentes a esta classe ocupam varios nichos no ambiente.
Como tal, incluem organismos que podem ser patogénicos para mamiferos, plantas ou
simbiontes [99].

Estudos moleculares indicam que a maioria das espécies de Brucella divergiu de um
ancestral comum pertencente a linhagem de B. ovis [107], nos ultimos 86000-296000
anos. Esta data ndo é de modo algum préxima da altura de divergéncia das espécies
hospedeiras, o que indica que a divergéncia de Brucella ndo envolveu coevolucao
extensiva com os hospedeiros primarios, mas reflete a adaptacdao e preferéncia por
estes hospedeiros [38].

A preferéncia por hospedeiros, descrita para Brucella, ndo é tdo rigorosa como possa
parecer. Brucella pode infetar animais que ndo sejam o seu hospedeiro primario, quer
seja experimentalmente ou sob condi¢des naturais. Porém, estas infecdes parecem ser
limitadas. O tamanho, relativamente grande, do genoma de Brucella sugere que esta
possa existir em ambientes diversificados, mas embora dotada da habilidade de
persistir no ambiente, Brucella é normalmente encontrada em associacdo com os seus
hospedeiros preferenciais [99]. Esta associacdo proxima resulta, aparentemente, de
mudancas adaptativas ao longo do tempo. Especula-se, com base em comparagdes
com outros organismos proximamente relacionados, que Brucella ou o seu antecessor
seria um organismo de vida livre que evoluiu para um parasita animal. Enquanto
bactérias de vida livre na dgua e no solo exploram condig¢des diversas e competem com
outros organismos nestes ambientes, as bactérias que residem no interior de células
hospedeiras encontram menos competicdo mas estdo, no entanto, sujeitas a outros
tipos de stress [99]. Os passos exatos da adaptacdo de Brucella a vida intracelular sdo
desconhecidos, mas envolvem perda, aquisicdo e modificacdo de caracteristicas
genéticas. De acordo com os altos niveis de homologia observados entre as espécies
de Brucella, parece provavel que a radiacdo do ancestral comum em diferentes
espécies, bem como a adaptacdo a hospedeiros preferenciais, tenha sido répida e
recente em comparacdao com bactérias relacionadas, como o género Ochrobactrum,

Rhizobium e Agrobacterium [38, 98].
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A analise das caracteristicas fenotipicas e variabilidade genética dos membros do
género Brucella permitiu a construgao de arvores filogenéticas, mostrando as relagbes
entre diferentes espécies [98]. A determinacdo de relacdes entre as espécies de
Brucella é essencial para entender a sua ecologia, a sua histéria evolutiva, as relagées
com os hospedeiros e para desenvolver métodos de genotipagem precisos [39].

Como se observa na figura 3, B. abortus e B. melitensis sdao préximas entre si, assim
como B. ovis e B. suis bv 1-4. Sendo B. suis bv 5, B. neotomae, B. inopinata e as estipes

marinhas (B. ceti e B. pinnipedialis) mais distantes [77].

B. inopinate

BO2
B. meotomae

B. suix biovar 5

B, ceti

/ B. pinnipedialis

Bracella -

baboon isolate
| B. ovis

. suiy biovar 2

\ B. suis biovars 1,34

B, canis
B. melitensis

B. micror B. abortus

Figura 3. Arvore filogenética representando as relacdes entre as espécies reconhecidas
de Brucella [77].

O género Brucella (tabela 1) é constituido por seis espécies cldssicas: Brucella abortus
biovars 1-6 e 9 (gado), Brucella canis (caes), Brucella melitensis biovars 1-3 (ovelhas e
cabras), Brucella neotomae (roedores), Brucella ovis (ovelhas) e Brucella suis biovars 1-
3 (porcos), 4 (renas) e 5 (pequenos roedores) [21, 100]. A estas juntam-se mais 4 novas
espécies: B. ceti, isolada em golfinhos e baleias, B. microti, na ratazana comum [86],
raposas vermelhas e solo [85], B. pinnipedialis em focas, B. inopinata isolada a partir

de um implante mamdrio de uma mulher, e BO2 [87], estirpe semelhante a B.



Introducdo

inopinata, isolada do pulmao de um paciente com pneumonia [2, 25, 70, 98, 102]. Mais
recentemente, surgiram estirpes isoladas de roedores nativos da Australia, babuinos e
sapos africanos [2, 32]. Estas novas espécies tém vindo a ser isoladas desde o inicio da
década de 90. Tal tem contribuido para o aumento do numero de espécies conhecidas,

sendo provavel que novas espécies venham a ser descobertas futuramente.

Tabela 1. Espécies de Brucella, incluindo as novas estirpes, os respetivos hospedeiros e
patogenicidade para o Homem [2].

Espécies de Brucella Biovars Hospedeiro Animal Doenga no Homem

B. abortus 1-6,9 Gado, bisonte, bufalo, alce, iaque, camelo Sim
B. melitensis 1-3 Qvelha, cabra, vaca, camelo Sim

3 Peixe-gato do nilo, cédo

1 Cavalo Sim (bvs 1, 3, 4)
B. suis 1-3 Porco, javali

2 Lebre comum

4 Caribou, rena

5 Roedores
B. canis Canideos Sim (raramente)
B. ovis Ovino N&o reportado
B. neotomae Roedores N&o reportado
B. ceti Baleia, golfinho, boto Sim
B. pinnipedialis Foca, ledo marinho N&o reportado
B. microti Ratazana, raposa, (solo) N&o reportado
B. inopinata Desconhecido Sim
Isolados de babuinos Babuinos N&o reportado
BO2 Desconhecido Sim
Isolados de roedores Roedores N&o reportado
Isolados de Ra R&-touro africana N&o reportado

BO: B. inopinata-like strain
bvs- biovars

A classificacdo tradicional das espécies de Brucella baseia-se sobretudo em diferencas
nas caracteristicas morfoldgicas, de patogenicidade e preferéncia de hospedeiro [95].
Contudo, com base no elevado grau de homologia entre as espécies de Brucella, em
1985 foi proposto que as espécies de Brucella fossem agrupadas como biovars de uma
Unica espécie [21]. Esta nova designacdao nao foi recebida com entusiasmo pela
comunidade cientifica. Devido, quer a preocupacdao dos laboratérios clinicos e
veterindrios, habituados as designacdes originais para propdsitos epidemioldgicos,
guer a vontade de evitar confusdo entre os investigadores no que diz respeito a origem
e perigo associado a alguns agentes em particular. Por esta razdo, o retorno a
nomenclatura original foi acordada pelo Subcomité Taxondmico de Brucella [38]. A
analise molecular veio demonstrar a existéncia de diferengcas gendmicas entre as

espécies e biovars de Brucella, consistentes com a utilizacdo de critérios como as



Introducdo

caracteristicas fenotipicas, metabdlicas, de patogenicidade e preferéncia de
hospedeiro. A demonstracdao de que estes critérios sdao validos para a classificagdo dos
membros do género Brucella [90], veio apoiar deste modo a divisdo tradicional das

espécies de Brucella e o retorno a taxonomia anterior [10, 41, 72, 107].

5. Brucelose Humana

5.1. Transmissao

Quatro das espécies de Brucella (B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis) sao
patogénicas para o homem, sendo B. melitensis (mais de 90% dos casos) a espécie
mais virulenta e mais prevalecente em todo o Mundo [60, 66, 75, 90].

Esta bactéria pode entrar no organismo humano por inalagdo, ingestdao, através da
conjuntiva ou por ferimentos na pele [40] e é transmitida através do contacto direto
ou indireto com animais, consumo de lacticinios ndo pasteurizados, carne mal
cozinhada e por exposicao ocupacional [45, 76, 96]. A transmissdo entre humanos é
muito rara [4, 81, 89].

Tem sido referido que espécies de Brucella associadas a animais marinhos podem
causar doenca em humanos [4], bem como as vacinas de animais, B. melitensis Rev.1 e
19 B. abortus [89].

No que diz respeito a brucelose ocupacional, esta pode ser dividida em duas
categorias. A primeira inclui as infecdes adquiridas em matadouros e talhos, pelo
manuseamento de carne, na indUstria do leite e seus derivados e no contacto direto
com animais. Veterinarios, tratadores de animais, talhantes, trabalhadores de
matadouros formam um grupo de risco [8, 4]. A segunda categoria inclui as infecdes
adquiridas em laboratdrios clinicos e de investigacdo, com os microbidlogos e os
técnicos de laboratdrio no grupo de maior risco [8, 12, 29]. As infe¢Oes adquiridas em

laboratério representam 2% de todos os casos mundiais [12, 81].

5.2. Sintomas

No homem caracteriza-se por ser uma doenga com sintomas inespecificos que, apesar
de raramente ser fatal, pode ser severamente debilitante e incapacitante [40, 100]. E

uma doenca sistémica, que pode comprometer qualquer érgdo ou sistema do corpo
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humano, e tem um largo espetro de manifesta¢des clinicas. Pode progredir para a
cronicidade e caracteriza-se muitas vezes pela ocorréncia de recaidas e reincidéncia
[12, 84]. Os doentes podem apresentar quadros clinicos muito diversos, consoante
espécie de Brucella em causa, modo de transmissao, resposta do hospedeiro, fase da
doenca e 6rgaos afetados, dificultando assim o diagndstico [29, 42, 103].

O periodo de incubagdo da doenca é varidvel, sendo normalmente de 1-4 semanas,
mas pode demorar meses até que aparecam sinais de infecdo [89]. Consoante a
duragao dos sintomas, pode ser classificada como aguda (primeiros dois meses),
subaguda (2-12 meses) e crénica (duracdo superior a dois meses) [40]. A infecdo pode
ser assintomatica ou sintomatica, sendo os sintomas mais comuns, febre, suor, fadiga,
indisposicdo, anorexia, cefaleia, artralgia, perda de peso, mialgias [29, 83]. Os sintomas
pouco especificos podem levar a que esta seja confundida com outras doencas, entre
as quais a tuberculose, malaria, febre tifoide, endocardite infeciosa, leptospirose,
mononucleose infeciosa, febre reumadtica, sindrome de fadiga crodnica, doencas
autoimunes e tumores [4, 89].

As manifestacdes clinicas, mais comuns, observadas no homem sdao complicacbes
osteoarticulares, que produzem lesdes focalizadas nos ossos e articulagdes (10-70%),
complicacoes genitais, quer em homens (6-8%) e mulheres (2-5%), neurolégicas (3-
5%), cardiacas (1-3%), respiratorias (1-2%) e renais (<1%) [4, 100].

A mortalidade é muito baixa (<1%), estando associada ao diagndstico e terapia tardios.
Resulta sobretudo de complicacdes cardiacas [4, 91] ou quando o sistema nervoso é

atingido [22].

5.3. Terapéutica

Sendo Brucella um microrganismo intracelular facultativo, existe um ndmero limitado
de antibidticos eficazes contra este microrganismo. Assim, o tratamento eficaz requer,
ndo sé uma combinagao de antibidticos, mas também agentes que consigam penetrar
com eficiéncia os macrdfagos [4, 12, 54]. A escolha do regime e duracdo terapéuticos
depende de varios fatores, nomeadamente a fase em que se encontra a doenga, a
gravidade do quadro clinico, idade do doente e gravidez [4].

Em 1986, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou recomendacdes para a

11



Introducdo

utilizacdo de doxiciclina, combinada com rifampicina ou estreptomicina no tratamento
de brucelose humana [74, 84]. A maioria dos individuos com doenca aguda responde
bem ao esquema terapéutico recomendado pela OMS. Pacientes com doenca
focalizada podem necessitar de terapias com maior duracdo, dependendo da sua
evolucdo clinica. A doxiciclina e estreptomicina devem ser evitadas durante a gravidez,
recomendando-se a administracdo de rifampicina em regime de monoterapia ou
rifampicina juntamente com TMP-SMZ (trimetoprim-sulfametoxazole). Em criancgas
com idade inferior a 8 anos, o uso de doxiciclina é desaconselhado, podendo-se utilizar
como alternativa TMP-SMZ juntamente com gentamicina, ou rifampicina [91].

A tigeciclina, um novo membro da familia das tetraciclinas, € um antibidtico de largo
espectro de acdo e demonstra uma excelente atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas [7].

Apesar do esquema terapéutico recomendado pela OMS ser, geralmente, bem-
sucedido, existem registos de alguns casos de faléncias terapéuticas, que levam a

novos estudos para se conseguir obter outros esquemas terapéuticos [74, 76].

5.4. Diagnaéstico

O diagnéstico de um doente com brucelose requer a combinacdo de vdrias
abordagens, incluindo o historial clinico, examinacdo clinica, testes hematolégicos e
bioquimicos, investigacdo radioldgica e, sobretudo, testes de diagndstico laboratorial,
que podem ser baseados em métodos diretos como o isolamento do agente (cultura),
e a detecdo de acidos nucleicos (métodos moleculares) ou em métodos indiretos, que
se baseiam na analise da resposta imunoldgica do doente (testes serolégicos) [4].
Idealmente, os testes de diagndstico devem ser rdpidos, especificos e com elevada

sensibilidade [12].

5.4.1. Cultura

O isolamento do agente etioldgico a partir de hemocultura constitui o método de
diagndstico de referéncia. Brucella spp. também pode ser isolada a partir de outras
amostras bioldgicas: medula dssea, nédulos linfaticos, amostras de tecidos, fluidos

cérebroespinais, pleurais, articulares e asciticos [40]. No entanto, este ndo é um
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método de rastreio pratico, uma vez que exige periodos de incubac¢do da cultura,
relativamente longos e, devido a classificacdo de Brucella como agente de risco

bioldgico, tem que ser realizado em laboratérios de Biosseguranca de nivel 3 [108].

5.4.2. Testes serolégicos

Os testes seroldgicos de aglutinagdao baseiam-se na reagao entre os anticorpos e o LPS,
que é o antigénio determinante neste tipo de testes. Contudo, as cadeias laterais O-
especificas da molécula de LPS sdo consideradas responsdveis pela ocorréncia de
reag0es cruzadas com outras bactérias Gram-negativas (Yersinia enterocolitica,
Escherichia hermannii, Escherichia coli, Francisella tularensis, Stenotrophonas
maltophilia e Vibrio cholerae), nos testes de aglutinacdo, dificultando assim o
diagnéstico [4, 33].

Um dos testes realizados com mais frequéncia é o Teste de Rosa Bengala, uma reagao
de aglutinacdo em que o antigénio é corado com rosa bengala. E um método de
rastreio rapido (5-10 min) e produz resultados relativamente fidveis em doentes na
fase aguda da doencga, mas apresenta elevados resultados falsos negativos em casos
crénicos, devendo, por isso ser confirmado por outros testes [92].

O Teste de Aglutinagdo Sérica (Reacao de Wright), IgG e IgM, é considerado o método
de referéncia para o diagndstico seroldgico de brucelose humana. No entanto, é um
teste demorado e apresenta resultados ambiguos na fase crénica da doenga [92].

A Reagdo de Coombs permite a detecdo de anticorpos IgG e IgA ndo aglutinantes anti-
Brucella, e pode ser utilizado como complemento da Rea¢do de Wright, sendo muito
sensivel em casos de cronicidade e recaidas.

A Reacao de Imunocaptura é um método alternativo da Reagdao de Wright ou da
reacdao de Coombs, que deteta anticorpos totais e apresenta bons resultados
independentemente da fase da infegdo.

Outros métodos, menos utilizados, sdao o Teste de Microaglutinacao,
Imunofluorescéncia Indireta e Teste de Fixacdo do Complemento [2, 92].

A ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica utilizada em casos
complicados, crénicos ou focalizados, deteta imunoglobulinas especificas e totais (IgG,

IgM, IgA), é rapida (4-6h) com alta sensibilidade e especificidade [92].

13



Introducdo

Estes métodos seroldgicos tém limitacdes importantes. Para além da possibilidade de
ocorréncia de reagOes cruzadas, demonstram também pouca sensibilidade nos
estdgios iniciais da doenca, durante os quais os niveis de anticorpos permanecem
baixos. Também em areas endémicas, onde uma parte significante da populagdo pode
apresentar resultados seroldgicos positivos, sem evidéncia de doenca. Estes métodos
tém também um valor limitado no diagndstico de individuos que ja foram tratados

para brucelose e sao suspeitos de recaida [2, 71].

5.4.3. Técnicas Moleculares

O PCR é um método mais rdpido e sensivel que os métodos seroldgicos. Tém sido
desenvolvidas inumeras técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real (RT-PCR)
para a detecdo direta de Brucella em amostras clinicas, para monitorizar a resposta ao
tratamento e para identificacdo e diferenciagao das estirpes isoladas. A maioria das
técnicas desenvolvidas utilizam primers que tém como alvo sequéncias do RNA 16S e
genes de diferentes proteinas da membrana externa [92]. O PCR pode ser utilizado
para detetar DNA de Brucella em culturas puras ou tecidos e fluidos bioldgicos e,
independentemente do estdgio da infecdo, é mais especifico que as hemoculturas e
gue os testes seroldgicos [2].

Uma das primeiras técnicas de PCR desenvolvidas para diagnéstico foi o AMOS PCR
(Abortus—Melitensis—Ovis—Suis), que utiliza um primer comum que tem como alvo um
elemento de insercdo (IS711), e quatro primers diferentes, especificos para cada uma
das quatro espécies referidas, que sao diferenciadas com base no tamanho dos
fragmentos obtidos. Posteriormente foi desenvolvido o Bruce-ladder, que permite
diferenciar entre todas as estirpes de Brucella, incluido as isoladas de mamiferos
marinhos [2, 12, 40, 88]. O RT-PCR apresenta maior potencial para uma identificacdo

direta e rapida [2, 109].
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6. Viruléncia

A investigagao gendmica mostra que as espécies de Brucella ndo apresentam fatores
de viruléncia tipicos. Sendo intracelular facultativa, um aspeto chave da viruléncia de
Brucella é a capacidade de penetrar, sobreviver e de se multiplicar no interior das
células do hospedeiro [7, 8]. As bactérias do género Brucella tém a capacidade de
infetar células fagociticas e ndo fagociticas, sendo os macrdfagos, células dendriticas e
trofoblastos os principais alvos [11, 58]. Durante o processo infecioso, as bactérias
atravessam a mucosa e contactam com as células do hospedeiro, desencadeando a
ativacdo da imunidade inata do hospedeiro, mediada por fagdcitos e células NK
(Natural Killer). Os macréfagos sao recrutados e fagocitam os microrganismos, que sdo
incorporados num vacuolo designado de BCV (Brucella Containing Vacuole). A maioria
dos BVCs sofre modificagGes associadas ao processo de maturagdo dos fagossomas e
interagem com a via endocitica, acabando por se fundir com lisossomas [11]. Apds a
fusdo ocorre acidificacdo, formacao de mediadores de morte celular e ativacdo das
enzimas hidroliticas do lisossoma, promovendo-se o processo de destruicio dos
microrganismos e sua eliminagao através de exocitose. Cerca de 90% das bactérias sdao
eliminadas neste processo [5, 11]. As bactérias que sobrevivem tém a capacidade de
escapar as respostas da imunidade inata do hospedeiro, criando um novo ambiente
intracelular, no qual conseguem sobreviver e multiplicar-se [40, 78]. Brucella expressa
fatores de viruléncia que modificam o processo de matura¢ao e controlam a interagao
dos BCVs com a via endocitica, de modo a evitar a maturacao do fagossoma e
consequente fusdo com o lisossoma. As bactérias interferem com as func¢des do
macrofago, inibindo a expressao do TNF-a e do IFN-y, interrompendo o efeito
bactericida das células Natural-Killer (NK) e dos macréfagos [75]. Os BCVs sdo
submetidos a interagdes extensivas com a via secretdria, antes de se fundirem, por
fim, com o reticulo endoplasmatico (RE).

Uma vez no RE, os BCVs derivados do RE proporcionam o ambiente ideal para a
persisténcia intracelular e replicacdo de Brucella, sem que seja comprometida a
integridade celular do hospedeiro. Apdés a fase de replicacdo, as bactérias sao

libertadas para infetar as células adjacentes, sendo induzida a necrose celular [11, 58].
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6.1. Fatores de Viruléncia

As espécies de Brucella ndo apresentam fatores de viruléncia cldssicos. A estratégia
das bactérias do género Brucella passa pelo desenvolvimento de mecanismos que lhe
permitam sobreviver o tempo necessdrio para a sua replicagdo no interior do
hospedeiro [26].

O S-LPS e as proteinas envolvidas na sinalizagdo, regulacdo dos genes, transporte
transmembranar encontram-se entre os fatores que se pensa estarem envolvidos na

viruléncia de Brucella [40].

6.1.1. LPS

O LPS é o maior componente da superficie de Brucella, constituindo um dos fatores de
viruléncia mais importante de Brucella. Desempenha um papel importante na invasao
da célula hospedeira e na sobrevivéncia intracelular [29], devido a propriedades que
incluem uma baixa endotoxicidade, elevada resisténcia a degradacao pelos macrofagos
e a protecdao que confere contra as respostas imunitdrias [59]. A cadeia lateral O
medeia a interagdo com recetores especificos na superficie celular, traduzindo-se num
fator importante para os eventos de maturacao do BCV prematuro [11]. O S-LPS reduz
a capacidade do macréfago infetado apresentar antigénios externos ao MHC de classe
Il e subsequentemente a ativacdo das células T, prevenindo o ataque e eliminacdo das
células infetadas pelo sistema imunitario do hospedeiro [11]. O LPS estd também
envolvido na inibicdo da apoptose das células infetadas [16, 40, 92], uma vez que é um
fraco indutor do IFN-y (indutor da morte celular programada) e do TNF-a (fator de
necrose tumoral) [18, 106]. As estirpes rugosas, em que o LPS ndo tem a cadeia lateral
O, sdo menos virulentas, pois ndo demonstram capacidade de ultrapassar o sistema

imunitario do hospedeiro [11].

6.1.2. BvrR/BvrS

Outro dos fatores envolvidos na viruléncia de Brucella é o sistema regulatdrio de dois
componentes BvrR/BvrS que atua, através de uma cascata de fosforilagdo de
proteinas, no controlo da expressdo de varias proteinas da membrana externa. Entre

as proteinas reguladas por BvrR/BvrS estdo Omp25 e Omp22, que estdo envolvidas na
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ligacdo e invasdo celulares [12, 29, 40, 92]. Este sistema consegue detetar alteracoes
nas condi¢des do ambiente intracelular. Quando ha diminui¢cdo do pH do meio, apds a
captacdo das bactérias pelos macréfagos, esta é sentida pelo sistema BvrR/BvrS, que,
por sua vez, vai induzir outro sistema importante na viruléncia de Brucella, designado

VirB, através da ativacao do fator de transcricdo VjbR [62].

6.1.3. Sistemas de Secregao Tipo IV (VirB)

Nas bactérias patogénicas, os sistemas de secrecdo estdo usualmente envolvidos em
interagdes microrganismo-hospedeiro, tendo como principal papel o envio de
proteinas efetoras ou outras macromoléculas diretamente para o citoplasma da célula
hospedeira, auxiliando o processo de colonizagdo e sobrevivéncia no interior das
células ou tecidos [3, 19].

Os Sistemas de Secrecdao Tipo IV s3ao complexos multiproteicos, presentes nas
bactérias. Nas bactérias Gram-negativas patogénicas, estes sistemas sao especializados
pela libertacdo de proteinas efetoras diretamente no citoplasma das células
hospedeiras, contribuindo para a colonizagdio e sobrevivéncia no interior do
hospedeiro. Estes substratos proteicos do T4SS sdo responsdveis pela modulacdo de
diversos processos celulares, incluindo a apoptose, trafego vesicular e ubiquitinacdo
[64].

Em Brucella o sistema de secrecdo tipo IV (T4SS) é um complexo de 12 proteinas
codificado pelo operdo VirB. O T4SS abrange ambas as membranas de Brucella e é
responsavel pelo transporte seletivo de proteinas efetoras, através da membrana do
BCV para o citoplasma da célula hospedeira [26, 58].

Este sistema é essencial para a patogenicidade de Brucella, uma vez que desempenha
um papel crucial na criagao de um novo ambiente, favoravel a replicagao de Brucella.
No interior da célula, apds a acidificacdo, a indugdo pelo sistema BvrR/BvrS estimula o
aumento da sintese de proteinas VirB, que atuam na neutralizacdo do pH [40, 58, 92,
99]. Quando o compartimento de replicacdo intracelular estd estabelecido e a
replicagcdo tem inicio, o operdo VirB é reprimido [58]. Este sistema é necessario apenas
durante pequenos periodos na infecdo intracelular, sendo particularmente importante

na fase inicial da infecdo, uma vez que tem a capacidade de afetar as propriedades da
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membrana externa, de regular o trafego do BCV e a sua interacdo com o reticulo

endoplasmatico, e de controlar as respostas imunes do hospedeiro [12, 58].

6.2. Efetores Bacterianos

S3o proteinas secretadas por bactérias patogénicas no interior das células do
hospedeiro, utilizando normalmente um sistema de secrecdo. As proteinas efetoras
podem ter inUmeras atividades distintas, mas, em geral, auxiliam a bactéria na invasao
ao hospedeiro, suprimindo o seu sistema imunitario, permitindo a sobrevivéncia da
bactéria no interior da célula hospedeira. Os efetores sao elementos importantes do
T4SS para a sobrevivéncia intracelular de Brucella. Apesar do VirB T4SS ter sido
descoberto hda mais de 10 anos, ainda foram identificadas e caracterizadas poucas
potenciais proteinas efetoras. Como tal pouco se conhece sobre a fun¢cdo das mesmas
e acerca dos mecanismos que estas utilizam para modular o trafego intracelular das
bactérias patogénicas [11, 30].

Neste trabalho serdo estudados trés genes que codificam para potenciais proteinas
efetoras. Sdo eles BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533 e foram identificados no
cromossoma | de Brucella melitensis bv Abortus 2308 [11]. O genoma desta estirpe
consiste em dois cromossomas circulares Chrl (2,121,359 pb) e Chrll (1,156,950 pb),
codificando para 2,280 e 1,214 ORFs (Open Reading Frames), respetivamente [73].

6.2.1. BAB1_0296
BAB1_0296 (Brucella melitensis bv Abortus 2308) é um gene que contém uma ORF
(Open Reading Frame). Estd localizado no cromossoma | de Brucella, tem um tamanho

de 390 pb e codifica para uma hipotética proteina efetora de 129 aminoacidos e

14.542 kD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3787078).

6.2.2. BAB1_1101

BAB1_1101 (Brucella melitensis bv Abortus 2308) é um gene que contém uma ORF e
estd localizado no cromossoma | de Brucella. Tem um tamanho de 405 pb e codifica
para uma hipotética proteina efetora de 134 aminodcidos e 15.038 kD

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3787753).
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6.2.3. BAB1_1533

BAB1_1533 (Brucella melitensis bv Abortus 2308) é um gene que contem uma ORF e
estd localizado no cromossoma | de Brucella. Tem um tamanho de 513 pb e codifica
para uma glutelina (regido rica em prolina), constituida por 170 aminodcidos e 18.831

kD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3788073).

7. Métodos de Tipagem e Caracterizagao de Estirpes de Brucella

As técnicas moleculares, para além da importancia que tém no diagndstico, sdo Uteis
na tipagem e caracterizagdo moleculares de Brucella, podendo ser utilizadas em
estudos de diversidade genética, num contexto evolutivo, ou na vigilancia
epidemioldgica e investigacdo em regides com elevada incidéncia de brucelose [29,
35]. Contudo, a discriminacdo entre espécies de Brucella revela-se uma tarefa
complicada, uma vez que o género Brucella é geneticamente conservado, sendo a
homologia existente entre as espécies de Brucella superior a 90% [40, 45, 60].

A possibilidade de sequenciacdo de genomas completos permite desenvolver novas
técnicas de tipagem molecular, como é o caso do MLST (Multilocus Sequence Typing),
analise de SNPs (Single Nucleotid Polimorphisms) e MLVA (Multiple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis), que tém elevada capacidade discriminatoria,
possibilitando a identificacdo ao nivel da espécie, biovar e até de estirpe [51, 88, 101].
Para a realizacdo do presente trabalho, foram utilizadas varias metodologias

moleculares para a analise e tipagem das diferentes estirpes de Brucella spp.

7.1. Polimerase Chain Reaction (PCR)

O PCR é uma reacdo que permite a amplificacdo exponencial de quantidade minimas
de DNA, permitindo a sintese de uma quantidade de produto detetavel. Esta reacao
necessita da sequéncia de DNA que se quer amplificar, de um par de primers, de
nucledtidos e de uma enzima para sintese de DNA. Esta enzima deve ser resistente ao
calor de modo a resistir as altas temperaturas utilizadas durante cada ciclo de PCR para
desnaturar o DNA. Os primers sdo sintetizados de forma a serem complementares as

extremidades 3' do segmento de DNA molde, flanqueando-o [97]. Uma reacdo de PCR
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consiste numa série de ciclos, cada um dos quais envolve reacGes efetuadas a
temperaturas diferentes. Cada ciclo de PCR envolve desnaturagdao de DNA, hibridagao
dos primers e sintese de DNA. Numa reacao tipica de PCR, a desnaturacdo consiste na
incubacdo do DNA a uma temperatura de 952C para separar a cadeia dupla em cadeias
simples. Segue-se a hibridacdo dos primers, diminuindo gradualmente a temperatura
para cerca de 552C. Esta temperatura varia, dependendo da composi¢ao do primer e
da sua complementaridade com o DNA alvo. Durante este passo, as duas cadeiras
complementares do DNA alvo permanecem desnaturadas porque estdo em baixa
concentracdo e ndo emparelham. Os primers vao emparelhar com as cadeias de DNA
alvo, pois estao presentes numa concentragao muito alta. Finalmente, para completar
o ciclo, é feita a sintese de DNA pela Tag polimerase a uma temperatura de 722C. Esta
enzima faz a elongacdo dos primers, usando como molde a cadeia a que cada primer
esta emparelhado. O ciclo de desnaturagao (952C), hibridagao (552C) e extensao (722C)
é repetido varias vezes no termociclador, sem interven¢cdo manual. Cada ciclo demora
apenas alguns minutos e, por isso, todo o processo é muito rapido. O resultado é a
grande amplificacdo das sequéncias de DNA delimitadas pelos dois primers usados na
reacdo. Durante cada ciclo posterior de PCR, estas moléculas sdo duplicadas levando a
uma amplificagao exponencial do DNA. Cada n ciclos leva a produgdo de 2" moléculas
de DNA. Esta quantidade é suficiente para que o DNA possa ser diretamente

visualizado num gel de agarose, sem recurso a técnicas de marcacdo radioativa [97].

7.2. Eletroforese em Gel de Agarose

A analise dos produtos resultantes da reacao de PCR é feita por eletroforese em gel de
agarose. A separacdo por eletroforese permite estimar o tamanho de fragmentos de
acidos nucleicos, DNA ou RNA. A eletroforese de DNA é feita normalmente em gel de
agarose, que se prepara dissolvendo uma suspensdo de agarose numa solucdo
tampao, deixando solidificar num recipiente apropriado [97]. Colocando previamente
um “pente”, obtém-se um gel contendo uma fileira de pogos numa das extremidades,
em que, posteriormente serdo colocadas as amostras a analisar. O gel é colocado
numa tina de eletroforese, imerso em tampdo, ficando entre dois elétrodos
posicionados paralelamente a fileira de pogos do gel. As amostras de DNA sdo
colocadas nos pocos do gel e, com a aplicagdo de um campo elétrico, vdo migrar para o
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polo positivo (dnodo), uma vez que os acidos nucleicos tém carga negativa e pH
neutro. A agarose atua como uma rede, deixando passar mais facilmente as moléculas
mais pequenas que, assim, vao migrar mais do que as moléculas maiores. As moléculas
do mesmo tamanho migram conjuntamente e formam bandas. Assim, é possivel
estimar o tamanho de fragmentos de DNA comparando a sua migragao em gel com a

migracao de fragmentos cujo tamanho é conhecido [97].

7.3. Sequenciacao de DNA

A determinac¢do da sequéncia de nucleétidos que compdem um fragmento de DNA
clonado representa um dos processos finais na analise de DNA. O método laboratorial
mais comum de sequenciacdo de DNA é conhecido como o método de Sanger ou
método de terminacdo de cadeias. Este método é uma reacdo enzimatica que envolve
a sintese de novo de uma série de cadeias simples de DNA, usando como molde a
cadeia de DNA que se quer sequenciar, através da acdo de uma DNA polimerase. As
cadeias sintetizadas sdo terminadas prematuramente nos varios tamanhos possiveis. A
sintese comega sempre num ponto definido (por um primer) e termina por
incorporagdo de nucledtidos terminadores. Estes s3ao derivados didesoxi dos
nucledtidos normais que, ndao possuindo um grupo hidroxilo na posicio 3' da
desoxirribose, impedem as ligacbes fosfodiestéricas do DNA. Consequentemente,
termina a incorporacdo de nucledtidos a cadeia de DNA que esta a ser sintetizada. Os
guatro terminadores sdo abreviadamente designados por ddA, ddC, ddG e ddT. Cada
terminador é marcado com um fluorocromo diferente. As diferentes fluorescéncias
sdo detetadas num aparelho designado de Sequenciador Automatico, permitindo

assim a leitura das sequéncias [97].

7.4. Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA)

O MLVA é um ensaio que utiliza marcadores moleculares altamente discriminatdrios
designados por repeticbes em tandem de sequéncias em numero variavel (VNTRs —
Variable Number Tandem Repeats), compostos por copias perfeitas ou imperfeitas de
uma unidade elementar, existentes no genoma bacteriano [1, 97]. Este ensaio permite

a caracterizacdo de estirpes tendo em conta a variacdo do numero de repeticdes em

21



Introducdo

tandem (VNTRs) num determinado locus [24]. Os VNTRs podem ser classificados em
minissatélites, com unidades de repeti¢cdo superior a 9 pares de bases; microssatélites,
com unidades de repeticdo entre 2 a 8 pares de bases e repeticdes de base Unica
(SNR).

A andlise por MVLA tem sido utilizada com sucesso na identificacdo e genotipagem de
Brucella, pois consegue distinguir isolados de Brucella de origens muito préoximas.
Permite determinar relacdes entre isolados de Brucella de diferentes espécies de
animais e humanos, e é também uma ferramenta bastante (til em estudos
epidemioldgicos, uma vez que permite estudar a dispersdo temporal e origens
geograficas de Brucella [27, 70, 95]. O MLVA é também eficiente na confirmagao
laboratorial de infecbes, caracterizacdo de surtos, identificacdo de diferentes
gendtipos com variados potenciais patogénicos e avaliacdo da estabilidade entre lotes
de vacinas [24].

Neste estudo foi realizado o MLVA16, em que sdo utilizados 16 loci agrupados em 3
painéis: painel 1 (8 loci constituidos por minissatélites), painel 2A (3 loci constituidos
por microssatélites) e painel 2B (5 loci constituidos por microssatélites). O painel 1 é
util para a identificacdo e diferenciacdo ao nivel da espécie, enquanto o painel 2A e o
painel 2B aumentam o poder discriminatdrio, permitindo a diferenciacdo ao nivel da
estirpe [24, 63]. A amplificacdo dos 16 loci selecionados, é efetuada por PCR, para cada
estirpe de Brucella que se quer estudar. A andlise dos produtos de PCR é feita por
eletroforese em gel de agarose a 3%, de modo a determinar o tamanho de fragmentos
de DNA amplificados por PCR que contém regides VNTR de interesse, possibilitando a
estimativa do nimero de cépias de cada repeticdo que corresponde a uma variante
alélica. Esta correspondéncia faz-se recorrendo a tabela representada no Anexo il

[61].

8. Objetivos

A realizacdo do presente trabalho tem dois objetivos fulcrais. O primeiro é a
caracterizacdo de genes que codificam potenciais proteinas efetoras, que se pensa
estarem envolvidas nos mecanismos de viruléncia de Brucella. O segundo é a tipagem

molecular de diferentes estirpes de Brucella através da analise de VNTRs.
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Primeiramente, serd feita a sequenciacdo dos genes BAB1_0296, BAB1 1101 e
BAB1 1533 em diferentes estirpes de Brucella, pertencentes a colecdo do INSA, de
modo a:
e Investigar a diversidade genética dos genes BAB1_0296, BAB1 1101 e
BAB1_1533 nas diferentes estirpes de Brucella.
e Avaliar e caracterizar os parametros evolutivos destes genes nas diferentes
estirpes.

e Estudo das relac¢des filogenéticas entre os genes das diferentes estirpes.

A segunda parte deste trabalho serd realizada utilizando a técnica MLVA16 nas
diferentes estirpes de Brucella, pertencentes a colecdo do INSA, permitindo a:
e (Caracterizacdo e tipagem molecular de estirpes de Brucella.
e Avaliagdo do poder discriminatério da utilizagdo dos 16 loci na diferenciagao
entre estirpes de Brucella.
e Procura de relacOes filogenéticas entre as estirpes, tendo em consideracado a

espécie a que pertencem, origem geografica e hospedeiro.

Este estudo é relevante na medida em que o conhecimento dos genes codificantes de
proteinas efectoras pode servir de base para novos estudos de caracterizacdo destas
proteinas e suas func¢des, conduzindo a uma melhor compreensao do papel das
mesmas nos mecanismos de viruléncia de Brucella.

A tipagem molecular de novas estirpes, utilizando a técnica MLVA16 permitira
aumentar o numero de estirpes caracterizadas na base de dados MLVAbank

(http://mlva.u-psud.fr/), que podem servir de base a outros trabalhos, nomeadamente

estudos epidemioldgicos.
O conhecimento mais profundo do género Brucella é, assim, relevante na area da
Saude Publica, ndo sé em Portugal, mas também nos outros paises onde a doenga é

endémica.
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Il. Material e Métodos

1. Estudo dos efetores BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533

1.1. Cultura de estirpes de Brucella

As estirpes de Brucella utilizadas no estudo dos efetores BAB1 encontram-se descritas
na Tabela 2, e pertencem a cole¢do de estirpes da Unidade de Resposta a Emergéncias
e Biopreparagdo (UREB) do Departamento de Doengas Infeciosas (DDI) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge obtidas. Umas foram obtidas através da rede
de vigilancia epidemiolégica de Brucella, outras cedidas pelo Instituto Salud Carlos llI
em Madrid, e pelo repositério de estirpes do projeto Quandhip (Quality Assurance
Exercises and Networking on the Detection of Highly Infectious Pathogens). As estirpes,
guardadas em suspensao em tubos de meio TSB com 5% de glicerol, no
ultracongelador a -802C, foram descongeladas para gelose de Sangue e incubadas a
372C em atmosfera de aerobiose durante 48 horas, uma vez que Brucella é um
microrganismo de crescimento fastidioso [35].

Tabela 2. Estirpes de Brucella utilizadas no estudo dos efetores BAB1.

Estirpe Origem Local Espécie Ano
2308 Referéncia - B. melitensis bv Abortus -

43B Homem Portugal B. melitensis 2012
44B Homem Portugal B. melitensis 2012
66B Homem Portugal B. melitensis 2012
35B Homem Portugal B. melitensis 2012
38B Homem Portugal B. melitensis 2012
167B Homem Portugal B. melitensis 2014
165B Homem Portugal B. melitensis 2014
36B Homem Portugal B. melitensis 2012
168B Homem Portugal B. melitensis 2014
40B Homem Portugal B. melitensis 2012
169B Homem Portugal B. melitensis 2014
41B Homem Portugal B. melitensis 2012
1B Homem Portugal B. melitensis 2010
166B Homem Portugal B. melitensis 2014
1478 Homem Portugal B. melitensis 2013
20Bm3 Caprino Portugal B. melitensis 2002
47Bm3 Ovino Portugal B. melitensis 2001
357Bm3 Ovino Portugal B. melitensis 2004
463Bm3 Ovino Portugal B. melitensis 2005
804Bm3 Bovino Portugal B. melitensis 2008
770Bm1 Ovino Portugal B. melitensis 2007
918Bm3 Caprino Portugal B. melitensis 2011
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782Bm1 Caprino Portugal B. melitensis 2007
825Bm1 Caprino Portugal B. melitensis 2008
668Bm1 Ovino Portugal B. melitensis 2007
256Ba3 Bovino Portugal B. abortus 2005
4Bs2 Suino Portugal B. suis 2000
27Bs2 Suino Portugal B. suis 2003
115Bs2 Javali Portugal B. suis 2008
194Bs2 Suino Portugal B. suis 2011
120/99E Homem Espanha B. melitensis 1999
167/00E Homem Espanha B. melitensis 2000
194/00E Homem Espanha B. melitensis 2000
457/06E Homem Espanha B. melitensis 2006
204/01E Homem Espanha B. melitensis 2001
213/03E Homem Espanha B. melitensis 2003
228/03E Homem Espanha B. melitensis 2003
170/04E Homem Espanha B. melitensis 2004
238/04E Homem Espanha B. melitensis 2004
297/04E Homem Espanha B. melitensis 2004
723/07E Homem Espanha B. melitensis 2007
146-10 Homem Espanha B. abortus 159094 -

146-11 Homem Espanha B. abortus 159095 -

146-12 Homem Espanha B. melitensis 159096 -

104-11 Homem Alemanha B. melitensis -

104-12 Homem Alemanha B. melitensis 1997
104-13 Homem Alemanha B. melitensis 2009
148-9 Homem Bélgica B. melitensis AF 166/96 1992
1834 Desconhecida Hungria B. melitensis strains foster 1952
183-6 Desconhecida Hungria B. suis strain Paris 1952
183-7 Desconhecida Hungria B. ovis CNCTC 6741 2009

1.2. Extracao de DNA

Na extragao de DNA de Brucella utilizou-se o kit de extragao QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen). A extracdo foi realizada a partir da cultura de uma placa de meio gelose de
Sangue. As células foram ressuspendidas em 180 uL de tampdo ATL, ao qual se
adicionou de seguida 20 ulL de proteinase K, ambos fornecidos no kit, e incubadas a
562C, numa placa de aquecimento, até lise completa. Depois adicionou-se 200uL de
tampdo AL, também fornecido no kit, homogeneizou-se no vortex e deixou-se a
incubar a 709C, durante 10 minutos Adicionaram-se 200uL de etanol absoluto e
homogeneizou-se no vortex, transferindo-se a solucdo para uma coluna QlAamp Mini
com um tubo coletor de 2ml e centrifugou-se durante 1 minuto a 8000 rpm. Rejeitou-
se o tubo coletor com o eluido e colocou-se a coluna num novo tubo coletor a qual se
adicionou 500 pL de tampao AW1, centrifugando-se novamente 1 minuto a 8000 rpm.
A coluna foi colocada num novo tubo coletor a qual se adicionou 500 pL de tampao
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AW?2, centrifugando-se durante 3 minutos a 14000 rpm. Rejeitou-se o tubo coletor,
passando novamente a coluna para um novo tubo e adicionou-se 100uL de tampao AE,
deixando-se incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugou-se
durante 1 minuto a 8000 rpm, de modo a recuperar o DNA no tubo coletor e guardou-

se o DNA extraido a -202C.

1.3. Amplificagao dos genes BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533

Na reacdo de PCR realizada neste estudo amplificaram-se 3 genes diferentes:
BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533, utilizando-se o kit da Bio-X-Act Short® (Bioline),
contendo: tampao 10x OptiBuffer, solucdo MgCl, 50mM e enzima Bio-X-Act Short DNA
polymerase. A mistura de reacao continha 11.5ulL de dgua, 2.5ulL de tampado, 1.4ul de
MgCl, 0.4pL de enzima, 5uL de dNTPs 200uM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1.25uL de
cada primer especifico, para a amplificacdo de cada um dos genes, em ambas as
direcGes forward e reverse. Os primers utilizados foram desenhados no laboratdrio
(UREB-DDI) e as sequéncias encontram-se descritas no Anexo |. A mistura de
amplificagao foi realizada num volume total de 25 uL, em que se adicionaram 2L de
DNA a 23plL de mistura de reacdo. A amplificacdo foi realizada num termociclador
Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, AB) e consistiu num ciclo inicial de
desnaturacdo da cadeia de DNA durante 5 minutos a 952C e uma hibridacdo inicial dos
primers a 602C durante 60 segundos, seguido de 35 ciclos compostos por uma
extensdao a 682C durante 30 segundos, uma desnaturacdo 952C durante 309C
segundos, uma hibridacdo dos primers a 60°2C durante 30 segundos e uma extensao
final a 682C durante 10 minutos. Em cada ensaio utilizou-se uma estirpe de Brucella

como controlo positivo e dgua como controlo negativo.

1.4. Analise dos produtos amplificados por PCR

A analise dos produtos amplificados foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v). Para a preparacdo do gel, num volume de 120mL, dissolveu-se 1.8g de agarose
(Seakem® LE Agarose) em tampao Tris-borato-EDTA (TBE 0,5x) e adicionou-se 2uL do
corante GelRed® Nucleic Acid Stain, que permite a visualizacdo das bandas no gel. Foi

adicionado um volume de 5uL de DNA juntamente com 2ulL de tampdo de deposicdo
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5x DNA Loading Buffer Blue (Bioline) em cada poco, e no ultimo pogo foram colocados
2uL de marcador de pesos moleculares HyperLadder® |V 100pb (Bioline) (Anexo IV). A
corrente aplicada foi de 100V durante 30 minutos. O gel foi colocado no aparelho Ge/

Doc 2000 (BioRad) visualizado com o software Quantity One® 4.4.0 (BioRad).

1.5. Sequencia¢ao de DNA

A sequenciagdo automatica do DNA obtido foi feita na Unidade de Tecnologia e
Inovacdo (UTI) no INSA e foi efetuada apds um processo de purificacdo e sequenciacao
prévios. A purificacdo foi realizada com o reagente ExoSAP, que consiste em duas
enzimas, uma exonuclease e uma fosfatase, cuja funcdo consiste na remoc¢do do
excesso de primers e dNTPs, dos produtos de PCR que podem interferir na
sequenciacdo. Foram utilizados 5ulL do produto de PCR e 2uL de ExoSAP. A purificacdo
foi efetuada no termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, AB),
um ciclo de 372C durante 15 minutos, para incubacdo da enzima e 802C durante 15
minutos, para inativacdo da mesma. Na reacdo de sequenciagdo ciclica foram
utilizados 2uL de DNA purificado e 8uL de uma mistura de reagao contendo 5.5uL de
agua, 0.5uL de primer forward, de cada um dos genes, e 2uL de BigDye® V1.1. A
sequenciacdo foi efetuada no termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, AB), constituida por um ciclo a 962C durante 30 segundos e 25 ciclos a

962C durante 10 segundos, a 502C durante 5 segundos e a 602C durante 4 minutos.

1.6. Analise Bioinformatica

As sequéncias obtidas foram visualizadas no software Chromas LITE 2.1.1. e
comparadas recorrendo ao programa MultAlin [23]. Para a avaliacdo da variabilidade
genética, utilizaram-se os alinhamentos das sequéncias de nucleétidos gerados pelo
programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.1. [46]. Os alinhamentos obtidos
foram utilizados na analise dos parametros evolutivos e na construcdo de darvores

filogenéticas através do software MEGAG6 [94].
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2. Multiple-Locus Variable number tandem repeats Analysis

(MLVA)

2.1. Cultura de estirpes de Brucella

As estirpes de Brucella utilizadas no ensaio do MLVA16 pertencem a colegdo de
estirpes da Unidade de Resposta a Emergéncias e Biopreparacdo (UREB) do
Departamento de Doencas Infeciosas (DDI) do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge. Umas obtidas através da rede de vigilancia epidemiolégica de Brucella,
outras cedidas pelo Instituto Salud Carlos Ill em Madrid, pelo Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria e Veterindria e pelo repositério de estirpes do projeto Quandhip
(Quality Assurance Exercises and Networking on the Detection of Highly Infectious

Pathogens). A cultura de estirpes foi efetuada do modo descrito no ponto 1.1.

Tabela 3. Estirpes de Brucella utilizadas no ensaio MLVA16.

Estirpe Origem Local Espécie Ano
16M Referéncia - B. melitensis bv 1 -
43B Humano Portugal B. melitensis 2012
44B Humano Portugal B. melitensis 2012
66B Humano Portugal B. melitensis 2012
35B Humano Portugal B. melitensis 2012
38B Humano Portugal B. melitensis 2012
165B Humano Portugal B. melitensis 2014
36B Humano Portugal B. melitensis 2012
168B Humano Portugal B. melitensis 2014
40B Humano Portugal B. melitensis 2012
41B Humano Portugal B. melitensis 2012
1B Humano Portugal B. melitensis 2010
166B Humano Portugal B. melitensis 2014
1478 Humano Portugal B. melitensis 2013
47Bm3 Ovino Portugal B. melitensis 2001
770Bm1 Ovino Portugal B. melitensis 2007
4Bs2 Suino Portugal B. suis 2000
668Bm1 Ovino Portugal B. melitensis 2007
256Ba3 Bovino Portugal B. abortus 2005
782Bm1 Caprino Portugal B. melitensis 2007
194Bs2 Suino Portugal B. suis 2011
918Bm3 Caprino Portugal B. melitensis 2011
167/00E Humano Espanha B. melitensis 2000
170/04E Humano Espanha B. melitensis 2004
228/03E Humano Espanha B. melitensis 2003
194/00E Humano Espanha B. melitensis 2000
146-10 Humano Espanha B.abortus159094 -
146-12 Humano Espanha B. melitensis 159096 -
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104-11 Humano Alemanha B. melitensis -

104-12 Humano Alemanha B. melitensis 1997
148-9 Humano Bélgica B.melitensisAF166/96 1992
1834 Desconhecido Hungria B.melitensis strains foster 1952
183-6 Desconhecido  Hungria B.suis strain paris 1952
183-7 Desconhecido Hungria B.ovisCNCTC6741 2009

2.2. Extragao de DNA

A extracdo de DNA de Brucella para a realizacdo do MLVA16 foi efetuada utilizando o
kit de extracdo QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com o procedimento

descrito anteriormente, no ponto 1.2.

2.3. Amplificacao de VNTRs

A reacdo de amplificacdo foi realizada com o DNA total das estirpes. Na reacdo de PCR
efetuada para o MLVA utilizou-se o BIOTAQ® PCR Kit (Bioline) constituido por: tampao
10xNHj4, solugdo de MgCl, 50mM e enzima BIOTAQ DNA Polymerase 5U/uL. A mistura
de reacdo utilizada continha 6L de dgua, 1.5uL de tampao, 1.4uL de MgCl; e 0.4uL de
enzima, 5uL 200 uM de dNTPs, (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1.25uL de cada primer
especifico, para a amplificacdo de cada locus, em ambas as dire¢des forward e reverse.
Os 16 pares de primers utilizados, descritos no Anexo Il, foram divididos em trés
grupos: painel 1 com 8 loci (bruce06, bruce08, brucell, brucel2, bruced2, bruce43,
bruced5 e bruce55), painel 2A com 3 loci (brucel8, brucel9 e bruce2l) e painel 2B
com 5 Joci (bruce04, bruce07, bruce09, brucel6 e bruce30) [50]. Utilizou-se 12uL da
mistura de reacao para 3uL de DNA, perfazendo um volume de 15ulL. A amplificagao
foi realizada num termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
AB) e consistiu num ciclo inicial de desnaturagao da cadeia de DNA durante 5 minutos
a 959C, seguido de 30 ciclos constituidos por uma desnatura¢cdao a 969C durante 30
segundos, uma hibridacdo dos primers a 602C durante 309C segundos e uma extensao
a 729C durante 5 minutos. Em cada ensaio utilizou-se uma estirpe de referéncia

(Brucella melitensis 16M) como controlo positivo e dgua como controlo negativo.

2.4. Andlise dos produtos amplificados por PCR

Os produtos de amplificacdo foram detetados por eletroforese em gel de agarose a 3%
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corado com GelRed® Nucleic Acid Stain. Foi adicionado um volume de 5uL de DNA
juntamente com tampao de deposicao 5x DNA Loading Buffer Blue (Bioline) em cada
poco, no primeiro poco foram colocados 2uL de marcador de pesos moleculares
HyperLadder® IV 100pb (Bioline) e no ultimo pogo foram colocados 2uL de marcador
de pesos moleculares GeneRuler® DNA Ladder 50pb (Anexo V). A corrente aplicada foi
de 60V durante 4 horas. O gel foi visualizado com o software Quantity One® 4.4.0
(BioRad). Os produtos esperados variam entre 76pb e 1076 pb para os 3 painéis

estudados.

2.5. Andlise Bioinformatica (MLVA)

Os géis obtidos foram analisados e o tamanho dos fragmentos amplificados foi
convertido em unidades de repeticdo em cada locus de acordo com a tabela (Anexo Il
previamente publicada [36, 44, 61]. A andlise comparativa dos gendtipos resultantes e
a construcdo de arvores filogenéticas foram feitas com recurso ao software
BioNumerics v.3.5 (Applied Maths, Belgium). A andlise de Clusters foi baseada no
coeficiente categdrico e no Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages
(UPGMA) [36]. A diversidade genética de cada locus, respetivos painéis e intervalos de
confianca foi determinada recorrendo ao indice de diversidade Hunter & Gaston
(HGDI) com a utilizacdo de uma ferramenta disponivel online, V-DICE, no website HPA

(http://www.hpabioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICI.pl) [36, 50].
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Resultados

Ill. Resultados

1. Estudo dos efetores BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533

1.1. Estudo da diversidade genomica dos genes BAB1_0296, BAB1_1101
e BAB1_1533, nas estirpes de Brucella em estudo

Para a realizagdo do estudo da diversidade gendémica dos genes BAB1_0296,
BAB1_1101 e BAB1_1533 procedeu-se inicialmente a amplificagao por PCR de cada um
dos genes alvo. Os fragmentos obtidos para o gene BAB1_0296 tinham 390 pb, para o
gene BAB1_1101 405 pb e para o gene BAB1_ 1533 entre 504 a 513 pb. Nas figuras 5,
6 e 7 podem-se observar os produtos amplificados, separados por eletroforese em gel

de agarose para algumas das estirpes estudadas.

HyperLadder IV

Figura 4. Produtos de amplificagdo do gene BAB1_0296 separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com GelRed®. Os pogos 1, 2, 3 e 4 representam as estirpes 146-12, 146-
11, 148-9, 183-7, respetivamente. O pogo 5 representa a estirpe 167B, utilizada como controlo
positivo. O pogo 6 representa o controlo negativo (H.0). O pogo 7 representa o marcador de
pesos moleculares HyperLadder® IV 100pb (Bioline).
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- HyperLadder IV
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Figura 5. Produtos de amplificacdo do gene BAB1_1101 separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com GelRed®. Os pogos 1, 2 e 3 representam as estirpes 668Bm1,
256Ba3 e 782Bm1, respetivamente. O pog¢o 4 representa a estirpe 167B, utilizada como
controlo positivo. O pogo 5 representa o controlo negativo (H,0). O pogo 6 representa o
marcador de pesos moleculares HyperLadder® IV 100pb (Bioline).
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Figura 6. Produtos de amplificagdo do gene BAB1_1533 separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com GelRed®. Os pogos 1, 2 e 3 representam as estirpes 183-4, 183-6,
183-7, respetivamente. O pogo 4 representa a estirpe 167B, utilizada como controlo positivo.
O pogo 5 representa o controlo negativo (H,0). O pogo 6 representa o marcador de pesos
moleculares HyperLadder® IV 100pb (Bioline).

Os fragmentos obtidos foram sequenciados e as respetivas sequéncias foram
visualizadas através do software Chromas LITE 2.1.1. [20], que permite observar a
sequéncia de bases num cromatograma. As sequéncias obtidas de cada um dos trés
genes foram identificadas através da comparacdo por homologia com as sequéncias

dos genes BAB1 0296, BAB1 1101 e BAB1_1533 da estirpe de referéncia (Brucella
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melitensis bv Abortus 2308), com recurso ao BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). No total foram obtidas 34 sequéncias

correspondentes ao gene BAB1 0296, 49 ao gene BAB1 1101 e 39 ao gene
BAB1_1533. De modo a avaliar os parametros filogenéticos e evolutivos e a
variabilidade genética das sequéncias obtidas foi realizada uma analise bioinformatica

das sequéncias nucleotidicas e respetivas sequéncias de aminodcidos previstas.

1.2. Avaliagao da variabilidade genética das sequéncias dos genes BAB1

A analise das sequéncias resultantes foi realizada com recurso ao software MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) [23], em que foram alinhadas

e comparadas, de modo a ser possivel visualizar as diferengas nucleotidicas entre as
sequéncias das diferentes estirpes de Brucella. Posteriormente, as sequéncias de
nucledtidos foram traduzidas nas respetivas sequéncias de aminodcidos com recurso
ao software EMBOSS transeq. Esta andlise foi efetuada em separado para as

sequéncias obtidas para cada um dos trés genes em estudo.

1.2.1. Sequéncias do gene BAB1_0296
Foi feito o alinhamento das 35 sequéncias de nucledtidos do gene BAB1_0296 (Anexo
VI) obtidas e da sequéncia da estirpe de referéncia (B. melitensis bv Abortus 2308),

representado na figura 8.

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130

I I

Bnel2308 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
463Bn3 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGLTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-6 ATGARCGCTCACACAAACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
146-10 ATGARCGCTCACACAAACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
180B ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
1798 ATGAACGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGEGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
457/06E  ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGAATG
1648 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGEGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
448  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGEGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-13 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-12 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-11 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
47Bn3 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
20Bn3  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
825Bnl  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
213/03E  ATGARCGCTCACACARRCATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
256Ba3 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
115Bs2 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGLTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
238/04E  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGLTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
194/00E ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGLTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
357Bn3  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
918Bn3 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
194Bs2 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
782Bnl ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
668Brl ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-7 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-4 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
148-9 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
146=-12 ATGARCGCTCACACARRCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
146=-11 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183Bs2 ATGARCGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
27Bs2 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
4Bs2 ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCAATCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
F70Bnl ATGARCGCTCACACAAACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
804Bn3 ATGARCGCTCACACAAACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
Consensus  ATGARCGCTCACACARACATAAGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG

Figura 7. Alinhamento dos primeiros 130 nucledtidos das sequéncias obtidas para o gene
BAB1_0296.
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Resultados

| oo i | T i T | it
Bmel2308 MNAHTNIS SAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVYV
463Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
804Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
770Bm1 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
4Bs2 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
27Bs2 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
183Bs2 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
146-11 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
146-12 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
148-9 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
183-4 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
183-7 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
668Bm1 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
782Bm1 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
194Bs2 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
918Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
357Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
194/00E MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
238/04E MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
115Bs2 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
256Ba3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
213/03E MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
825Bm1 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
20Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
47Bm3 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
104-11 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVYV
104-12 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
104-13 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
44B MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMTIREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
164B MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV
457/06E MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
1798 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
180B MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
146-10 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT I REAIDLSQS HPYSSPNVPKGFENTVV
183-6 MNAHTNISGSAAFDPNAWHHSQMT IREAIDLSQS HPYSSPNVPKGFNTVV

Figura 8. Alinhamento dos primeiros 80 residuos da sequéncia
BAB1_0296
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de aminoacidos do gene

Como se observa, as sequéncias de nucleétidos obtidas foram, na sua totalidade,

idénticas a

nucledtidos.

As sequéncias de nucledtidos foram posteriormente traduzidas,

a sequéncia da estirpe de referéncia, sendo cada uma constituida por 390

resultando em

sequéncias de 129 aminoacidos, cada uma. O alinhamento encontra-se representado

na figura 9, no qual se observou que a homologia entre as sequéncias é total, ou seja,

ndo existe variabilidade entre as 35 sequéncias, do gene BAB1

1.2.2. Sequéncias do gene BAB1_1101

0296, estudadas.

O alinhamento gerado (Anexo VII), das sequéncias obtidas e a sequéncia de referéncia

(B. melitensis bv Abortus 2308) do gene BAB1_1101, esta representado na figura 10.

Todas as sequéncias analisadas eram constituidas por 405 nucledtidos. Numa primeira

observacdo do alinhamento (figura 10), as sequéncias apresentaram um elevado grau

de semelhanca, verificando-se apenas algumas substituicdes pontuais de nucledtidos.

As sequéncias de nucleétidos foram posteriormente traduzidas nas respetivas

sequéncias de aminodcidos, cada uma constituida por 134 residuos. O alinhamento

das mesmas encontra-se representado na figura 11, em que se observaram apenas

duas substituicGes de aminodcidos, de uma asparagina (N) por uma lisina (K) e de uma

arginina (R) por um triptofano (W).
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Resultados

B

Con

nel2308
438
1698
40B

nsensus

Figura
BAB1_1101. As substituicdes de nucledtidos encontram-se assinaladas com um circulo azul.

Bmel2308
43B
1698
40B

36B

B

41B
166B
1678

256Ba3
782Bm1
194Bs2
918Bm3

141 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

1 1
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGEGCARCGCCATGARAGACCEGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGEGCARCGCCATGARAGACCEGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGEGCARCGCCATGARAGACCEGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGARC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGEGCARCGCCATGARAGACCEGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGARGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGAAC TGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTAT

CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTAT

CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATEAT ARCGCCATGARAGACCGGGAACTGATCCARTATGAAGATTGGTGCGCCARGTACG
CETCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCCTATAATSACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTGGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGLCTATGATHACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTATGARGATTGGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGRTAACGAGGARGEGCARCGCCATGARAGACCEGGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCCTATGHLGACGAGGARGGCARCGCCATGARAGACCGEGGARCTGATCCARTATGARGAT TEGTGCGCCARGTACG

9. Alinhamento, dos 141 aos 280 nucledtidos, das sequéncias obtidas para o gene

| 1\0 | 2|u | 3IU s‘u | 6|0 | 7ID | a‘o | Q\U |

MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PNVPKGFNTVVGFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PNV GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PNV FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN SFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN SFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG

TQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG

QAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN SFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYART LG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN “FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYAf)LG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN SFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQAT IDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN GFFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDRELIQYEDWCAKYARTLG
MNTQATIDTAAVAPLNFDPNAWHHSQMTTLEAIE PN FFFDTYDWYPAAYDDEEGNAMKDREL IQYEDWCAKYARTLG

Figura 10. Alinhamento dos primeiros 100 residuos da sequéncia de aminoacidos do gene
BAB1_1101. As substituicdes de aminodcidos estdo assinaladas com um circulo azul.
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Resultados

1.2.3. Sequéncias do gene BAB1_1533

Na figura 12 encontra-se representado o alinhamento entre as sequéncias obtidas e a

sequéncia de referéncia (B. melitensis bv Abortus 2308) do gene BAB1_1533 (Anexo

VIII). As sequéncias analisadas tinham um numero variavel de nucledtidos, entre 504 a

513. Observaram-se algumas substituicdes pontuais de nucledtidos e uma regido rica

em citosinas (C), assinalada com um circulo preto na figura 12, em que algumas das

estirpes tém uma delecdo de 3 a 9 nucleétidos.

Brel2308

463Bn3
Consensus

261 270 280 290 300 a0 320 330 340 350 360 a7 380 390

I |
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGLGLCGCCCCCGCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGLGCCGCCCCCGCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCGCCGCCGECGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCGCCGCCGLCGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGLGLCGCCCCCCCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGLGCCGLCCCCCCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCCCCGCCGECGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLE
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCCCCGCCGLCGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLE
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGLGLCGCCCCCCCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCCCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCCCCGCCGECGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLE
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGCCCCCCCCGCCGECGLCAGCCTATTACCCTGCCGLGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGLGLCGCCCCCCCCGCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGLGLCGCCCCC---GCCGLCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLLC

GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLL~
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGLC-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLL:
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL:
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGCL—
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLC—
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLL~
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGCL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGLL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLC—
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLC
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGCL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGLC-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGLL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLL:
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL:
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGLC-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL-
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLC
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGLCGGTCTATGCCGCGLCGLL~
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGLCGCGLCGCL— ~GCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGUCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLL
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGLCGLL- —=GCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCC TACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATGCCGCGCCGEC, ..,  gecGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLC

=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGLCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLC
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGEL
CCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
CCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGRTCTACCGLGLL
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGEL

=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGLCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGLCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLC
—GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGEL
CCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLD
CCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGCCTACCCGCARCGTGRTCTACCGLGLL
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGLCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGLGLC
=GCCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGLCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCGEL
—GCCGCCGCCHGCETHTTHCCCTGCCGCEEETHCCCGCHHCGTGGTCTHCCGCGCC

CCGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCG TACCCGCARCGTGGTCTACCGCGLL

Figura 11. Alinhamento, dos 261 aos 390 nucleétidos, das sequéncias obtidas para o gene
BAB1_1533. As substituicdes de aminodcidos estdo assinaladas com um circulo azul. Os tragos
a preto representam dele¢des de nucleétidos.

As sequéncias de nucleétidos foram posteriormente traduzidas nas respetivas

sequéncias de aminoacidos. O alinhamento das mesmas esta representado na figura

13, na qual se encontram assinaladas as substituicdes de aminoacidos que ocorreram.

Observou-se que a sequéncia de aminodcidos contém uma regido rica em prolina,

constituida por 7 residuos de prolina consecutivos. Contudo, verificou-se também que

em algumas das estirpes em estudo houve uma delecdo nessa mesma regido,

provocando a perda de alguns dos residuos de prolina.
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66B
36B
1678
1698
418
194/00E
238/04E
723/07E
228/03E
120/99E
297/04E
167/00E
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170/04E
146-10
146-11
146-12
213/03E
148-9
183-4
183-6
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ATASADSWSRHSWESKTWKRDSWGPG
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ATASADSWSRHSWESKTWKRDSWGPG
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HWESRSTERGWSRSHSHHSSRSNNDAL
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Figura 12. Alinhamento dos residuos da sequéncia de aminoacidos do gene BAB1_1533. Os
tracos representam dele¢des. As substituicdes de aminoacidos estdo assinaladas com um
circulo azul e a vermelho encontra-se assinalada uma regido rica em prolina e locais onde
houve perda desse aminodcido.

1.3. Calculo dos parametros evolutivos dos genes BAB1

Para uma melhor compreensao da

relacdo e evolucdo destes genes, foram

determinados parametros evolutivos das sequéncias de nucledtidos e aminodcidos

obtidas para cada um dos trés genes em estudo.

Para a realizagdo do calculo dos parametros evolutivos dos genes BAB1, recorreu-se ao

software MEGA®G [94], utilizando-se os alinhamentos multiplos de sequéncias de bases

obtidas no BioEdit Sequence Alignement Editor 7.2.5 [46] pelo software ClustaW e

utilizando Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas.
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Os parametros estudados incluiram o calculo da distancia molecular entre nucledtidos
e aminodcidos e a frequéncia de substituicdes sinébnimas (Ks) e ndo sindnimas (Ka). As
distancias moleculares foram estimadas através do numero de substituicdes per site
entre duas sequéncias e revelaram-se Uteis para a reconstrucdo filogenética. Este
parametro foi determinado pelo método Kimura 2-parameter, que assume que a
proporc¢do de transi¢cdes é superior a das transversdes [94]. As substituicdes sindnimas
acontecem quando um nucledtido é substituido por outro sem que ocorra alteracao
do aminodcido. Por sua vez, as substituicdes nao sindnimas verificam-se quando a
substituicdo de um nucledtido por outro resulta na alteracdo do aminoacido
codificado. Deste modo, a ocorréncia de substituicdes sindnimas estd menos
restringida, sendo estas, por norma, mais frequentes que as ndo sindnimas que tém,
geralmente, um efeito deletério, havendo uma maior tendéncia para a sua eliminagao.
Este parametro foi calculado pelo método Nei-Gojobori, que estima o nimero de
substituices sindnimas e ndo sindnimas e o numero de potenciais sitios sindbnimos e
ndo sinénimos. E possivel detetar o tipo de selecdo que estd a atuar ao nivel dos
aminodcidos através da comparacdo entre a frequéncia entre substituicdes sindnimas
e ndo sinénimas. A sele¢cdo positiva traduz-se na selecdao a favor da fixacdo das
substituicdes ndo sindnimas. A frequéncia de substituicdes ndo sindnimas deverd ser
maior que a frequéncia de substituicGes sindnimas (Ka>Ks, Ka/Ks>1). Contrariamente,
a selecdo purificadora traduz-se na selecdo a favor da fixacdo das substituicGes
sinbnimas, em que a frequéncia destas deverd ser maior que a frequéncia de
substituicdes ndo sindnimas (Ka<Ks, Ka/Ks<1) [79, 80]. Este parametro foi determinado
pelo teste de selecdo codon-based Z-test de modo a avaliar a probabilidade de se
rejeitar a hipdtese nula da evolugdo (Ka=Ks) a favor da selecdo positiva ou purificadora
[94].

O estudo dos parametros evolutivos foi feito no total das sequéncias obtidas para cada
um dos genes. Posteriormente, dividiram-se as sequéncias em diferentes grupos de
acordo com o tipo de hospedeiro (humano ou animal), a origem geografica (Portugal,

Espanha, Alemanha e Hungria) e a espécie (B. melitensis, B. abortus e B. suis).
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1.3.1. Gene BAB1_0296

As sequéncias obtidas para o gene BAB1_0296 mostraram-se totalmente conservadas,
ndo se verificando quaisquer substituicdes de nucleétidos e, consequentemente, de
aminodcidos. Por este motivo, ndo se justificou a andlise dos parametros evolutivos

nas sequéncias obtidas para o gene BAB1_0296.

1.3.2. Gene BAB1_1101

A andlise dos parametros evolutivos, referente ao gene BAB1_1101, encontra-se
representada na tabela 4. Os pardmetros foram calculados para todas as sequéncias
estudadas. Posteriormente, as sequéncias em estudo foram agrupadas de acordo com
o hospedeiro, a origem geografica e a espécie, de modo a estudar os parametros
evolutivos, separadamente, em cada grupo.

Ao observar-se a tabela, verificou-se que a distancia molecular entre nucleétidos é
superior entre as sequéncias isoladas de um hospedeiro animal (0,0011+0,0011) e
inferior entre sequéncias de estirpes humanas (0,0002+0,0002). Quando se analisou a
distancia entre aminodcidos, verificou-se que esta era 0 nas estirpes animais,
indicando que as alteracdes de nucledtidos nestas sequéncias ndo produziram
alteragcdes nos aminodcidos, ou seja, todas as substituicdes eram sindnimas
(0,0049+0,0050). Por outro lado, a frequéncia de substituicdes sindnimas nas
sequéncias humanas foi nula, havendo apenas ocorréncia de substituicdbes ndo
sinénimas (0,0002+0,0002).

Quando se analisou o grupo correspondente a origem geografica das sequéncias
observou-se que a distdncia entre nucledtidos foi igual a zero nas sequéncias
pertencentes ao grupo da Alemanha. Por conseguinte, todos os outros parametros
foram nulos, para as sequéncias constituintes deste grupo, uma vez que ndo existem
diferencas entre nucledtidos. A distancia molecular entre nucledtidos foi maior no
conjunto de sequéncias provenientes da Hungria (0,0033+0,0022) e menor nas
sequéncias originarias de Espanha (0,0004+0,0004). A distancia entre aminodcidos
também foi maior nas sequéncias hungaras (0,0050+0,0049), sendo nula nas
sequéncias portuguesas, indicando que ndo existem substituicdes nao sinénimas
nestas sequéncias. As sequéncias hulngaras apresentaram um valor de Ks

(0,007240,0072) superior ao das portuguesas (0,0031+0,0049).
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Tabela 4. Calculo dos parametros evolutivos relativos as sequéncias nucleotidicas do gene BAB1_1101. Os
parametros calculados incluem as distancias moleculares entre nucleétidos e aminoacidos, a frequéncia de
substituicdes sindnimas (Ks) e ndo sindnimas (Ka) e a razdo entre ambas (Ka/Ks).

Distancia Molecular

Sequéncias
BAB1_1101
Sequéncias

totais n=50
Hospedeiro® (n=47)
Animal (n=16)
Humano (n=31)
Origem geografica?
(n=48)

Portugal (n=30)
Espanha (n=12)
Hungria (n=3)
Alemanha (n=3)
Espécie® (n=49)

B. melitensis (n=41)
B. abortus (n=3)
B.suis (n=5)

Nucledtidos

0,0007+0,0005

0,0011+0,0011
0,0002+0,0002

0,0007+0,0007
0,0004+0,0004
0,0033+0,0022
0

0,0002+0,0002
0,0016+0,0016
0,0025+0,0017

Aminoacidos

0,0006%0,0004

0
0,0005%0,0005

0
0,0012+0,0012
0,0050+0,0049
0

0
0,0050+0,0050
0,0030+0,0028

Ks

0,0023+0,0021

0,0049+0,0050
0

0,0031+0,0049
0
0,0072+0,0072
0

0,0010+£0,0010
0
0,0064+0,0064

Ka

0,0003+0,0002

0
0,0002+0,0002

0
0,0005+0,0006
0,0022+0,0021
0

0
0,0022+0,0021
0,0013+0,0012

Ka/Ks

0,130+0,147

0

0,306+0,422

0

0,203+0,276

'Andlise efetuada em todas as estirpes, exceto as estirpes 183-4, 183-6 e 183-7, uma vez que o
hospedeiro de que foram isoladas é desconhecido.

2 Andlise efetuada em todas as estirpes, exceto a estirpe de referéncia e a estirpe 148-9, visto ser a Unica
proveniente da Bélgica.

3 Andlise efetuada em todas as estirpes, exceto na estirpe 183-7, visto ser a Unica da espécie B. ovis.

Nas sequéncias espanholas, todas as substituicdes foram ndo sindnimas

(0,0005+0,0006), sendo a sua frequéncia inferior a das sequéncias hungaras
(0,0022+0,0021).

Na analise do conjunto em que as sequéncias se encontram agrupadas pela espécie a
gue pertencem, observou-se que a distancia molecular entre nucleétidos foi maior nas
estirpes de B. suis (0,0025+0,0017) e menor em B. melitensis (0,0002+0,0002). No que
diz respeito a distancia entre aminoacidos, nas sequéncias de B. melitensis, esta foi
nula, mostrando a natureza sinénima (0,0010+0,0010) de todas as substituicdes
nucleotidicas. A distancia entre aminoacidos foi maior nas sequéncias de B. abortus
(0,0050+0,0050), bem como o valor de Ka (0,0022+0,0021). A frequéncia de
substituicGes sindnimas nas sequéncias de B. suis (0,0064+0,0064) foi superior a de B.
melitensis (0,0010+0,0010) e B. abortus, nas quais ndo se verificaram substituicdes
sindnimas.

N3o foi possivel efetuar o calculo da razdo Ka/Ks em todos os grupos, uma vez que em

alguns deles a frequéncia de substituicdes sinénimas foi 0. Nos grupos em que este
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calculo foi possivel, todo os valores da razdo Ka/Ks foram menores que 1, sugerindo

que nestas sequéncias esta a atuar sele¢do purificadora.

1.3.3. Gene BAB1_1533

Os calculos dos parametros evolutivos, referentes ao gene BAB1_1533 encontram-se
representados na tabela 5.

Na observagdao da tabela verificou-se que a distancia molecular entre nucledtidos e
aminodcidos é maior entre as sequéncias isoladas de um hospedeiro animal
(0,0020+0,0010 e 0,0030+0,0014 respetivamente) do que nas sequéncias de estirpes
humanas (0,0009+0,0004 e 0,0006+0,0006 respetivamente). A frequéncia de
substituicdes sindnimas e ndao sindnimas também foi superior nas sequéncias animais
(0,0041+0,0036 e 0,001340,0006 respetivamente) em relacdo as sequéncias humanas
(0,0021+0,0015 e 0,0005+0,0005 respetivamente).

Na analise do grupo constituido com base na origem geografica das sequéncias
observou-se que a distancia entre nucleétidos foi zero nas sequéncias com origem na
Alemanha. Deste modo, todos os outros parametros foram nulos, uma vez que nao
existem diferencas nucleotidicas entre as sequéncias. Relativamente a distancia
molecular entre nucledtidos, esta mostrou-se mais elevada nas sequéncias
portuguesas (0,0023+0,0010) e mais baixa nas sequéncias de Espanha
(0,0005+0,0005). A distancia entre aminodcidos foi maior nas sequéncias portuguesas
(0,003040,0013) e nula nas sequéncias espanholas e hungaras, indicando que todas as
substituicdes de nucleétidos que ocorreram foram sindénimas. Ks foi maior nas
sequéncias hungaras (0,0052+0,0052) do que nas portuguesas (0,0044+0,0037) e nas
espanholas (0,0020+0,0019).

Na andlise do conjunto de sequéncias agrupadas pela espécie a que pertencem,
observou-se que a distancia molecular entre nucledtidos foi maior nas estirpes de B.
abortus (0,00404+0,0022) e menor em B. suis (0,0009+0,0009). No que diz respeito a
distdncia entre aminoacidos, esta foi igualmente superior em B. abortus
(0,0080+0,0054), e nula em B. suis, revelando a natureza sindnima (0,0037+0,0035) de
todas as substituicdes nucleotidicas ocorridas nestas sequéncias. Os valores de Ks e Ka
foram também mais elevados nas sequéncias de B. abortus (0,0052+0,0052 e
0,0035+0,0024 respetivamente) do que nas restantes sequéncias.
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O célculo da razdo Ka/Ks ndo foi possivel em alguns dos grupos, uma vez que em
alguns deles a frequéncia de substituicdes sindnimas foi 0. Nos grupos em que o
célculo foi possivel, todo os valores da razdo Ka/Ks foram menores que 1, sugerindo

que nestas sequéncias esta a atuar uma selecdo purificadora.

Tabela 5. Calculo dos parametros evolutivos relativos as sequéncias nucleotidicas do gene BAB1_1533. Os
parametros calculados incluem as distancias moleculares entre nucleétidos e aminoacidos, a frequéncia de
substituicdes sindnimas (Ks) e ndo sindnimas (Ka) e a razdo entre ambas (Ka/Ks).

Distancia Molecular

Sequéncias
BAB1_1533

Sequéncias totais

(n=40)

Hospedeiro! (n=37)

Animal* (n=16)

Humano* (n=21)
Origem geografica’

(n=38)

Portugal (n=20)
Espanha (n=13)
Hungria (n=3)
Alemanha (n=2)
Espécie® (n=39)

B. melitensis (n=30)

B. abortus (n=3)
B. suis (n=6)

Nucleétidos

0,0017+0,0009

0,0020+0,0010
0,0009+0,0004

0,0023+0,0010
0,0005%0,0005
0,0013+0,0012
0

0,0012+0,0006
0,0040+0,0022
0,0009+0,0009

Aminoacidos

0,0015+0,0006

0,0030+0,0014
0,0006+0,0006

0,0030+0,0013
0
0
0

0,0012+0,0032
0,0080+0,0054
0

Ks

0,0042+0,0033

0,0040+0,0036
0,0021+0,0015

0,0044+0,0037
0,0020+0,0019
0,0052+0,0052
0

0,0030+0,0040
0,0052+0,0052
0,0037+0,0035

Ka

0,0008+0,0004

0,0013+0,0006
0,0005+0,0005

0,0016+0,0007
0
0
0

0,0007+0,0018
0,0035+0,0024
0

Ka/Ks

0,191+0,177

0,325+0,329
0,238+0,293

0,364+0,345
0
0

0,233+0,676
0,673+0,816
0

! Andlise efetuada em todas as estirpes, exceto as estirpes 183-4, 183-6 e 183-7, uma vez que o
hospedeiro de que foram isoladas é desconhecido.

2 Anélise efetuada em todas as estirpes, exceto a estirpe de referéncia e a estirpe 148-9, visto ser a Unica
proveniente da Bélgica.

3 Andlise efetuada em todas as estirpes, exceto na estirpe 183-7, visto ser a Unica da espécie B. ovis.

1.4. Analise filogenética das sequéncias dos genes BAB1

A analise da filogenia foi realizada através da criacdo de arvores pelo programa MEGA6
[94], utilizando o teste de filogenia Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas
e modelo Kimura 2-parameter, a partir de alinhamentos multiplos de sequéncias de
bases obtidas no BioEdit Sequence Alignement Editor 7.2.5 [46] pelo software ClustaW

e utilizando Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas.
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1.4.1. Sequéncias do gene BAB1_0296
Como aconteceu em relagdo aos parametros estudados anteriormente, ndo se
justificou a construcdo de arvore filogenética das sequéncias do gene BAB1_0296, uma

vez que estas sdo idénticas entre si.

1.4.2. Sequéncias do gene BAB1_1101

A reconstrucdo filogenética, representada na figura 14, relativa ao gene BAB1_ 1101,
das estirpes em estudo (n=49) e da estirpe de referéncia (B. melitensis bv Abortus
2308) (n=1), mostra uma conserva¢do gendmica entre todas as sequéncias
independentemente da origem geografica, do hospedeiro de origem e da espécie, com
excecdo de um grupo mais divergente, no qual se incluem 3 das estirpes de B. suis,

evidenciando uma proximidade entre estas.
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Figura 13. Arvore filogenética das 50 sequéncias do gene BAB1 1101, pertencentes as 49
estirpes em estudo e a 1 estirpe de referéncia (B. melitensis bv Abortus 2308). Os simbolos
identificam o hospedeiro de origem de cada estirpe (#-Referéncia, m-Homem, e-Animal, V-
Desconhecido) e as cores referem-se a espécie (Preto- Referéncia, Verde- B. melitensis,
Vermelho- B. abortus, Azul- B. suis e Amarelo- B. ovis).

Neste mesmo grupo, mais divergente, inclui-se também a Unica estirpe B. ovis em
estudo. Observam-se também duas estirpes (146-10 e 183-6) mais distantes em

relacdo a todas as outras. As sequéncias das estirpes pertencentes a espécie B.
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melitensis mostraram-se muito préoximas entre si, independentemente do hospedeiro

e da origem geografica, e em relagdo a estirpe de referéncia.

1.4.3. Sequéncias do gene BAB1_1533

A reconstrucao filogenética, representada na figura 15, relativa ao gene BAB1_1533,
das estirpes em estudo (n=39) e da estirpe de referéncia (B. melitensis bv Abortus
2308) (n=1), demonstrou uma proximidade entre a maioria das estirpes, com exceg¢ado
de trés estirpes mais distantes (256Ba3, 47Bm3 e 169B) e dois grupos mais divergentes
das outras estirpes, mas préximos entre si. Um dos grupos evidenciou uma agregacao
das estirpes pertencentes a espécie de B. suis isoladas em animais. O outro grupo
incluiu as duas estirpes B. abortus isoladas em humanos, a estirpe de referéncia e duas
das estirpes hungaras (B. melitensis e B. suis). E de salientar, também a grande

proximidade que se observou entre a maioria das sequéncias das estirpes de B.

melitensis, independentemente do hospedeiro e da origem geografica.
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Figura 14. Arvore filogenética das 40 sequéncias do gene BAB1_1533, pertencentes as 39
estirpes em estudo e a 1 estirpe de referéncia (B. melitensis bv Abortus 2308). Os simbolos
identificam o hospedeiro de origem de cada estirpe (#-Referéncia, m-Homem, e-Animal, V-
Desconhecido) e as cores referem-se a espécie (Preto- Referéncia, Verde- B. melitensis,
Vermelho- B. abortus, Azul- B. suis e Amarelo- B. ovis).
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2. Multiple-Locus Variable number tandem repeats Analysis

(MLVA)

2.1. Analise de VNTRs (Variable Number Tandem Repeats)

O ensaio MLVA16 (painel 1, painel 2A e painel 2B) foi realizado num total de 47
estirpes de Brucella (38 B. melitensis, 5 B. suis, 3 B. abortus e 1 B. ovis). A amplificacdo
de todos os loci dos 3 painéis em estudo foi apenas possivel em 20 das 47 estirpes em
estudo. A amplificagdo de todos os loci do painel 1 foi conseguida em 33 estirpes, do
painel 2A em 41 e do painel 2B em 32 das estirpes de Brucella em estudo. Na analise
MLVA16 ficaram de fora as estirpes para as quais nao foi possivel amplificar todos os

loci de cada um dos 3 painéis.

Tabela 6. Calculo do Hunter-Gaston Diversity Index (HGDI) para os painéis do MLVA16.
Os valores do HGDI vdo de 0 (nenhum polimorfismo) a 1 (todas as amostras sdo
diferentes) [55].

Locus Brucella
Genétipo HGDI Cl

Painel 1 Bruce06 4 0.679 0.547 - 0.811
Bruce08 4 0.616 0.501-0.730
Brucell 4 0.437 0.186 - 0.687
Brucel2 4 0.647 0.485-0.810
Bruce42 3 0.595 0.468 - 0.722
Bruce43 3 0.626 0.485-0.768
Bruced5 4 0.489 0.266 - 0.713
Bruce55 5 0.716 0.557 - 0.875

Painel 2A Brucel8 6 0.826 0.756 - 0.897
Bruceld 3 0.532 0.343-0.720
Bruce2l 5 0.753 0.619-0.886

Painel 2B BruceO4 8 0.905 0.870-0.941
BruceO7 9 0.921 0.883 -0.959
Bruce09 9 0.789 0.628 - 0.951
Brucele 8 0.837 0.734 -0.940
Bruce30 7 0.774 0.659 - 0.888

Através do célculo do indice de Diversidade Hunter-Gaston (tabela 6), concluiu-se que,
na andlise destas estirpes, os marcadores mais discriminatdrios foram Bruce04,
Bruce07 e Brucel6, pertencentes ao painel 2B, apresentando indices de diversidade
superiores a 0,837 e contendo 8, 9 e 8 alelos, respetivamente. Contrariamente, os

marcadores que se revelaram mais homogéneos foram Brucell, Brucel9, Bruce42 e

45



Resultados

Bruce45, pertencentes ao painel 1 e painel 2A, a apresentar valores de HGDI inferiores

a 0.6, contendo 4, 3, 3 e 4 variantes alélicas, respetivamente.

2.2. Andlise MLVA16 de diferentes estirpes de Brucella e relagbes entre
si

Na andlise MLVA16, as estirpes em estudo agruparam-se em 3 clusters distintos,
representados no dendograma da figura 16. Os dois primeiros (Al e A2), constituidos
na sua maioria por estirpes de origem humana. Al continha apenas estirpes B.
melitensis. As duas estirpes de B. abortus ficaram agrupadas em A2. A3 foi constituido
por um maior nimero de estirpes isoladas de animais, nas quais se encontrou a Unica
estirpe de B. suis.

Analisando o painel 1 (MLVA8) em separado as estirpes sdo apenas agrupadas em dois
clusters (B1 e B2), como se observa na figura 17, sendo B1 constituido na sua maioria
por estirpes isoladas no homem e contendo as duas estirpes pertencentes a espécie de
B. abortus. Em B2 agruparam-se as estirpes B. suis e a unica B. ovis. Em B2 ficaram
também as 3 estipes hungaras com hospedeiro de origem desconhecida.

Analisou-se também o painel 1 em conjunto com o painel 2A (MLVA11), no qual houve
a formacdo de 4 clusters (C1, C2, C3 e C4), representados na figura 18. C3 foi
constituido apenas por estirpes isoladas em humanos pertencentes a bactéria B.
melitensis. C1 e C2 continham um maior nimero de estirpes humanas, sendo C2
constituido unicamente por estirpes de B. melitensis e C1 por B. melitensis e a duas
estirpes de B. abortus. No cluster C4 ficaram agrupadas estirpes de B. melitensis e as

estirpes de B. suis, bem como a Unica de B. ovis.
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Perfil MLVA
Camgericsl ) )
’-“-V; e Key  Estirpe G:"n:.tvfm Espécie Origem Hospedelo oo 08 11 12 42 43 45 55 18 19 21 o4 07 09 16 30
[ — . 41 14612 0001  B. melitensis Espanha Homem 323 3 12 4 2 3 3 6 3 5 3 5 127 85
Al . 1 40B 0002 B. melitensis  Portugal Homem 332 9 4 2 3 2 7 38 5§ 2585 7T 25
. 47 782Bm1 0003 B. melitensis  Poriugal Caprino 323 3 10 4 3 3 4 7 36 6 1 3 7 25§
. 24 1T0/04E 0004 B. melitensis Espanha Homem 3 4 3 145 3 3 3 936 7 1 3 &5 3 4
. a9 1B 0005 B. melitensis  Portugal Homem 1 32 9 2 2 3 3 7 3% 8 & 10 4 9 8
. 2 35B 0006 B. melitensis  Portugal Homem 1 5 4 10 2 2 3 1 3 3 9 8 8 3 6 9
. 51 14610 0007  B. aborlus Espanha Homem 4 4 3 9 2 2 2 2 5 36 8 3 9 4 5 6
. 46 256Ba3 0008 B. aborius Portugal Bovino 13 3 9 2 3 3 2 6 38 9 2 4 3 2 3
. 34 228/03E 0009 B.melitensis Espanha Homem 1% 3 10 2 2 4 2 7 3 9 1 4 3 46
A2 We 238 0010 B.meltensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2 6 43 7 5 7 3 5 5
. 7 44B 0011 B. melitensis  Portugal Homem 13 3 9 2 2 3 2 4338 6 6 7T 3 5 5
. 3 36B 0012 B. melitensis  Portugal Homem 13 3 9 2 2 3 2 43 9 9 9 3 76
. 4 38B 0013 B. melitensis  Portugal Homem 14 3 1MW 2 3 3 2 5 43 9 8% 10 3 7T 6
. 13 66B 0014 B.melitensis  Portugal Homem 1 4 3 12 2 3 3 2 5 38 8 9 6 3 7 &
. 19 47Bm3 0015 B.melitensis  Portugal Qvino 1 4 3 12 2 2 3 2 3 36 8 1111 3 3 &
— . 42 1489 0016 B. melitensis  Bélgica Homem 2 4 3 12 4 1 3 5 5 36 7 5 6 10 8 7
A3 . 49 918Bm3 0017 B. melitensis Portugal Caprino 2 3 6 9 5 1 5 4 7 38 9 6 3 4 2 6
. 45 668Bm1 0018 B.melitensis  Portugal Qvino 2 23 9 4 1 5 85 7T 3B 9 2 3 9 27
. 29 770Bm1 0019 B.melitensis  Portugal Qvino 2 4 3 9 4 1 5 5 6 36 9 9 1 13 2 6
. 30 4Bs2 0020 B.suis Portugal Suino 2 46 9 4 2 5 4 5 36 9 8 7 15 2 6

Figura 15. Dendograma baseado no ensaio MLVA16 mostrando as relagdes de 20 estirpes de
Brucella (B. melitensis, B. abortus e B. suis) em estudo. Nas colunas estdo indicadas as
informacdes relativas a cada estirpe.

Perfil MLWVA
ﬁﬁi’: B Key  [Estirpe G:‘E&V:;D Fepecie Onigem Hospedem 05 08 11 12 42 43 45 55
. 38 10412 0001 B. meltensis Alemanha Homem 1 3 3 13 2 2 3 2
. 55 194/00E 0002 B.meltensis Espanha Homem 1 3 3 14 2 2 3 2
. 3 36B 0003 B. meltensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2
.6 43B 0003 B. meltensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2
.T 448 0003 B. meltensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2z
.46 256Ba3 0004 B.aborus Portugal Bovino 1 3 3 9 2 3 3 2
. 5 41B 0004  B. meltensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 3 3 2
B 34 228/03E 0005 B. meltensis Espanha Homem 1 3 3 o 2 2 4 2
. 12 1688 0008 B. meltensis Portugal Homem 1 4 3 10 2 3 3 2
.4 38B 0008 B. meltensis Portugal Homem 1 4 3 10 2 3 3 2
. 10 1668 0007 B. meltensis Portugal Homem 1 4 3 13 2 3 3 2
. 13 668 0008 B. meltensis Portugal Homem 1 4 3 12 2 3 3 2z
. 19 47Bm3 0008 B. meltensis Portugal Ovino 1 4 3 12 2 2 3 2z
. 51 1486-10 0010 B. abortus Espanha Homem 4 4 3 9 2 2 2 2
.9 1B 0011 B. meltensis Portugal Homem 1 3 2 9 2 2 3 3
.1 408 0012 B. meltensis Portugal Homem 3 3 2 9 4 2 3 2
.2 358 0013 B. meltensis Portugal Homem 1 5 4 10 2 2 3 1
. 3T 10411 0014  B. meltensis Alemanha Homem 3 3 3 13 5 2 3 3
Bl . 15 1478 0015 B. meltensis Portugal Homem 3 3 3 13 2 2 3 3
.41 145-12 0016 B. meltensis Espanha Homem 3 3 3 12 4 2 3 3
. 11 16T/00E 0017 B.meltensis Espanha Homem 3 3 3 14 5 3 3 3
.24 170/04E 0018 B. meltensis Espanha Homem 3 4 3 14 5 3 3 3
.47 782Bm1 0019 B. meltensis Portugal Caprino 3 3 3 10 4 3 3 4
.S 1658 0020 B. meltensis Portugal Homem 1 4 3 13 3 3 3 3
44 1837 0021 B.ovis Hungria Desconhecido 2 4 [:3 9 4 1 5 5
. 43 194Bs2 0021 B.suis Portugal Suino e 4 [ 9 4 1 5 5
.29 TT0Bm1 0022 B. meltensis Portugal Ovino z 4 3 9 4 1 5 5
. 45 668Bm1 0023 B. meltensis Portugal Ovino z 2 3 9 4 1 5 5
. 52 1838 0024 B.=sus Hungria Desconhecido 2z 2 6 9 4 1 5 2
. 30 4B=2 0025 B. suis Portugal Suino 2 4 [:3 9 4 2 5 4
Bz .49 918Bm3 0025 B.meltensis Portugal Caprino 2 3 [:3 9 5 1 5 4
.42 148-9 0027 B. meltensis Bélgica Homem 2 4 3 12 4 1 3 5
.43 183-4 0028 B. meltensis Hungria Desconhecido 2 3 3 9 4 1 3 3

Figura 16. Dendograma baseado no ensaio MLVA8 mostrando as relacdes de 33 estirpes de
Brucella (B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. ovis) em estudo. Nas colunas estdo indicadas as
informacdes relativas a cada estirpe.
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Parfil MLVA

Catmgorics

v Key  Estirpe GML)@ Espécie Origem Hospedeiro 06 02 11 12 42 43 45 55 13 13 21
s g g B enatipo

I — . 12 1688 0005 B. melitensis Portugal Homem 1 4 3 10 2 3 3 2 4 41 8
.4 388 0026 B. melitensis Portugal Homem 1 4 3 10 2 3 3 2 5 43 9
.13 668 0029 B. melitensis Portugal Homem 1 4 3 12 2 3 3 2 5 38 38
. 10 1668 0023 B. melitensis Portugal Homem 1 4 3 13 2 3 3 2 -] 38 9
.46 256Ba3 0023 B. abortus Portugal Bovino 1 3 3 9 2 3 3 2 6 38 9
. 3 368 0019 B. melitensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2 4 36 9
.7 44B 0008 B. melitensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2 4 36 L]
. 5 41B o027 B. melitensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 3 3 2 4 43 9
.6 43B 0002 B. melitensis Portugal Homem 1 3 3 9 2 2 3 2 8 43 7
.3& 104-12 ooo3 B. melitensis Alemanha Homem 1 3 3 13 2 2 3 2 4 4 7
. 34 228/03E 0022 B. melitensis Espanha Homem 1 3 3 10 2 2 4 2 7 38 9
c1 .51 145-10 o010 B. abortus Espanha Homem 4 4 3 9 2 2 2 2 S 36 8
.19 4TBm3 0009 B. melitensis Portugal Ovino 1 4 3 12 2 2 3 2 3 36 8
L .2 358 o018 B. melitensis Portugal Homem 1 5 4 10 2 2 3 1 3 38 9
.37 104-11 0023 B. melitensis Alemanha Homem 3 3 3 13 5 2 3 3 5 38 5
. 15 1478 o011 B. melitensis Portugal Homem 3 3 3 13 2 2 3 3 7 36 5
.41 145-12 0012 B. melitensis Espanha Homem 3 3 3 12 4 2 3 3 ] 36 5
.1 40B 0014 B. melitensis Portugal Homem 3 3 2 9 4 2 3 2 7 38 5
cz .9 1B ooos B. melitensis Portugal Homem 1 3 2 9 2 2 3 3 T 36 8
.47 782Bm1 0007 B. melitensis Portugal Caprino 3 3 3 10 4 3 3 4 7 36 [:]
.8 1658 0030 B. melitensis Portugal Homem 1 4 3 13 3 3 3 3 5 9 8
C3 I: .24 170/04E 0016 B. melitensis Espanha Homem 3 4 3 14 5 3 3 3 9 36 7
.43 194Bs2 0017  B. suis Portugal Suino 2 4 6 g 4 1 5 5 & 36 5
.29 770Bm1 0017 B. melitensis Portugal Ovino 2 4 3 4 1 5 5 6 36 9
44 1837 o002 B. ovis Hungria Desconhecido 2 4 -] 9 4 1 5 5 7 36 8
.45 668Bm 1 o021 B. melitensis Portugal Ovino 2 2 3 9 4 1 5 5 7 36 9
.30 4B=2 o020 B. suis Portugal Suino 2 4 6 g 4 2 5 4 5 36 9
. 52 1836 o009 B. suis Hungria Desconhecido 2 2 33 9 4 1 5 2 3 36 8
c4 .49 918Bm3 0022 B. melitensis Portugal Caprino 2 3 6 9 5 1 5 4 T 38 9
.42 1489 0015 B. melitensis Bélgica Homem 2 4 3 12 4 1 3 5 5 38 7
.43 1834 0013 B. melitensis Hun gria Desconhecido 2 3 3 9 4 1 3 3 5 36 5

Figura 17. Dendograma baseado no ensaio MLVA11 mostrando as relacdes de 31 estirpes de
Brucella (B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. ovis) em estudo. Nas colunas estdo indicadas as
informacdes relativas a cada estirpe.
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IV. Discussao

1. Estudo dos efetores BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533

As espécies de Brucella constituem um género de bactérias muito homogéneo e sao
microrganismos intracelulares patogénicos, tanto para os animais como para o
homem.

A translocagdo de proteinas efetoras desempenha um papel proeminente nos
processos infeciosos de muitas bactérias patogénicas, como é o caso de Brucella.
Como tal tem um papel importante na colonizagao do hospedeiro e na sobrevivéncia
no interior das células ou tecidos do mesmo [3].

Nas bactérias do género Brucella, o T4SS, codificado pelo operao virB, estd envolvido
na secrecdo de proteinas efetoras [43]. Os efetores do T4SS sdo elementos,
importantes para a sobrevivéncia e replicagdo intracelulares de Brucella [11]. Todavia,
a identificacdo e caracterizacdo das proteinas efetoras e suas respetivas funcdes tem-
se mostrado um desafio [3].

No presente trabalho, um dos objetivos incidiu no estudo de 3 genes de Brucella que
codificam para potencias proteinas efetoras. Foi realizada a analise de trés dos genes
que codificam para potenciais proteinas efetoras (BAB1_0296, BAB1_ 1101 e
BAB1_1533). Em primeiro lugar, procedeu-se a amplificacdo dos fragmentos e a sua
observacdo em gel de agarose. Nao se verificaram diferencas significativas no tamanho
das bandas, em nenhum dos genes amplificados para as diferentes estirpes de
Brucella. Este facto da-nos a indicagdo de que estes genes se encontram conservados
em todas as estirpes de Brucella analisadas, corroborando a hipdétese de que estes
genes estdo associados a viruléncia. Os genes codificantes de fatores de viruléncia de
microrganismos patogénicos sdo cruciais para a sobrevivéncia dos mesmos nos
respetivos hospedeiros, verificando-se uma tendéncia para uma maior conservacao
destes genes [52]. Outro fator que apoia a elevada conservacao destes genes é o
elevado grau de homologia entre os genomas das diferentes espécies de Brucella, uma
vez que analises de comparacdo de genomas totais e de hibridizacdo DNA-DNA
revelam a relacdo muito proxima entre genomas de Brucella, com um grau de

homologia superior a 90% [10].
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Um avanco importante na caracterizacdo do T4SS de Brucella tem sido a identificacdo
de novos efetores. A caracterizagao das suas fungdes e os seus alvos serd importante
para a compreensdo do modo como o T4SS medeia o trafico intracelular de Brucella e
contribui para a sua viruléncia [58]. Para investigar melhor estes genes, procedeu-se a
sequenciacdo destes e subsequente andlise da sequéncia de nucleétidos e
aminoacidos.

Esta andlise confirmou a hipdtese de que os 3 genes se encontram conservados em
todas as estirpes em estudo. A homologia entre os genes mostrou-se bastante elevada,
sendo esta total num dos genes (BAB1_0296), cujas sequéncias de nucledtidos e
aminodcidos se revelaram idénticas em todas as estirpes estudadas. As sequéncias do
gene BAB1_ 1553 foram as que demonstraram maior divergéncia entre si. O gene
BAB1_ 1533 codifica para uma proteina que contém uma regido rica em prolina. Um
dos aspetos interessantes observados nestas sequéncias foi uma delecdo de 3-9
nucledtidos em algumas das estirpes analisadas, conduzindo a producdo de uma
proteina com menos residuos de prolina. Os motivos de prolina estdo geralmente
associados a mediacdo de intera¢Oes entre proteinas [68]. Regides ricas em prolina
desempenham também uma funcdo importante na regulacdo e ligacdo aos dominios
de sinalizacdo intracelular [105]. Em certas bactérias patogénicas, como
Staphylococcus e Streptococcus, existem muitas proteinas com regides ricas em prolina
[6]. Em Brucella, a funcdo desta potencial proteina efetora permanece por caracterizar,
contudo seria importante, em trabalhos futuros, tentar esclarecer as implicacdes desta
delecao na funcionalidade da mesma.

As sequéncias do gene BAB1 1101 apresentaram poucas alteracdes a nivel
nucleotidico e consequentemente de aminodcidos.

Embora as diferencas entre as espécies de Brucella possam parecer relativamente
pequenas quando comparadas com diferencas observadas noutros géneros, estas
existem e sdo significativas, devendo-se contudo considerar o sistema em que essas
mudancas ocorreram [38]. A pouca variabilidade genética de Brucella parece dever-se
ao seu isolamento genético, resultado de uma especiacdo recente, coevolucdo e
viruléncia restritas a um ou poucos hospedeiros [38, 39].

Os parametros evolutivos calculados para os genes BAB1 foram a distancia entre

nucledtidos e aminoacidos, que refletem as alteracdes ocorridas nas sequéncias ao
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longo do tempo, a frequéncia de substituicdes sindnimas (Ks) e nao sindnimas (Ks), e a
razdo entre ambas (Ka/Ks). As substituicGes de nucledtidos em genes codificantes de
proteinas podem ser sindnimas (ndo alteram o aminodacido) ou ndo sindnimas (alteram
o aminodcido). As altera¢gdes ndo sindbnimas podem ter consequéncias positivas ou
negativas para a fitness dos organismos, sendo geralmente eliminadas por selecdo
purificadora, ou, em determinadas condi¢ées podem ser fixadas através de selegao
(positiva) [52, 80] As mutacBes sindnimas, ou seja, as que ndo tem consequéncias
significativas para a fitness do organismo, acumulam-se aleatoriamente, em propor¢ao
direta com a taxa de mutacdo [80]. Portanto, a investigacdo do numero de
substituicdes sindnimas e nao sinénimas fornece informagdes sobre o tipo e grau de
selecdo a atuar num sistema [102].

O calculo dos parametros evolutivos nos genes BAB1_1101 e BAB1_1533 foi realizado,
com o intuito de compreender de uma forma mais abrangente a relagdo e evolugao
destes genes, apesar do numero limitado de sequéncias reunidas. Para aumentar a
significancia estatistica destes dados seria necessdrio um maior nimero de sequéncias,
mas ainda assim foi possivel retirar algumas indicacdes da andlise dos dados
disponiveis. Para o gene BAB1_0296 nao se realizaram quaisquer calculos uma vez que
as sequéncias foram 100% idénticas. Para a andlise dos parametros evolutivos dos
genes BAB1 1101 e BAB1 1533 foi feito o agrupamento das sequéncias das varias
estirpes de acordo com a origem geografica, hospedeiro e espécie a que pertenciam.
Em todos os grupos formados, para ambos os genes (BAB1 1101 e BAB1_1533)
verificaram-se diferencas nucleotidicas entre as sequéncias de cada grupo, exceto nas
estirpes alemas cujas sequéncias se revelaram totalmente idénticas, provavelmente
devido ao facto de terem em comum o mesmo hospedeiro (Homem), espécie (B.
melitensis) e origem geografica. As sequéncias de origem hungaras evidenciaram uma
maior diversidade, sobretudo as pertencentes ao gene BAB1 1101, podendo esta
maior distancia entre eles dever-se ao facto de pertencerem a espécies diferentes. Em
ambos os genes, as sequéncias de estirpes isoladas em animais mostraram-se mais
distantes dos que as sequéncias isoladas em humanos, provavelmente por terem sido
isoladas de diferentes espécies de animais. A um nivel mais global as sequéncias
pertencentes ao gene BAB1_ 1533 mostraram-se menos préximas entre elas dos que as

sequéncias do gene BAB1 1101, no entanto os niveis de divergéncia ndo foram
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significativos, evidenciando a proximidade dentro do género Brucella, cuja evolugdo é
restringida pelo isolamento ecolégico [102]. O calculo de Ks e Ka foi importante para o
calculo da razdo Ka/Ks. Este é um dos testes estatisticos mais amplamente utilizado
para testar o tipo de selecdo que se encontra a atuar numa sequéncia, pois quantifica
pressOes seletivas, comparando a taxa de substituicdes sindbnimas com a taxa de
substituicdes nao sinénimas [56, 80]. O cdlculo desta razao, embora ndo tenha sido
possivel em todos os grupos estudados, apresentou sempres valores inferiores a 1, nos
grupos para os quais o seu calculo foi efetuado, sugerindo que nestas sequéncias estd
a atuar selecdo purificadora. Muitas das mutacdes que afetam a sequéncia de
proteinas destes genes podem ter um efeito deletério, por isso é necessario que haja
uma forte selecdo purificadora a atuar nelas, de modo a eliminar estas mutacoes [52].
A selecdo purificadora elimina as substituicdes que causam alteracdes de aminodcido,
sendo por isso o tipo de sele¢do que atua de modo mais intenso em genes que
codificam para proteinas com funcdes conservadas essenciais, causando uma evolucao
mais lenta das mesmas. Contrariamente, proteinas que estdo menos limitadas
funcionalmente, estdo sujeitas a baixos niveis de selecdo purificadora e
consequentemente, evoluem mais rapidamente [52, 79]. Nas sequéncias em estudo,
apesar de algumas limita¢cdes, como a alta homologia entre as sequéncias e o baixo
numero de sequéncias analisadas, os valores obtidos para Ka/Ks ddo-nos a indicagdo
de que existe uma pressdo seletiva para manter a suposta funcdo de viruléncia dos
genes BAB1, fungdo essencial a sobrevivéncia de Brucella no interior do hospedeiro.
Como cada espécie Brucella tem preferéncia por um hospedeiro especifico,
sobrevivendo quase exclusivamente em hospedeiros infetados, havendo poucos ou
nenhuns mecanismos de troca genética relatados. Tendo-se, assim, sugerido que as
espécies de Brucella devem ser consideradas populacdes clonais que evoluiram
separadamente para sobreviver num hospedeiro especifico [98].

Em organismos clonais ou quase clonais, métodos simples filogenéticas como NJ
(Neighbour Joining) ou MP (Maximum Parsimony) sdo ideais para reconstrucdes
filogenéticas devido aos seus baixos niveis de homoplasia [39], tendo-se por este
motivo recorrido ao método NJ para a construcdo de arvores filogenéticas, utilizando
as sequéncias obtidas neste trabalho. A analise filogenética, aqui realizada, teve como

fim verificar se as diferencas entre os genes potencialmente associados a viruléncia
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estavam associadas a espécie, hospedeiro ou origem geografica das estirpes. A
observacgdo das arvores obtidas para as sequéncias de cada um dos genes evidenciou
mais uma vez que o género Brucella é excecionalmente monomorfico [39]. Nao
obstante esta proximidade entre as espécies de Brucella, a divergéncia a partir de um
ancestral comum parece ter sido fortemente influenciada pelo aparecimento dos
respetivos hospedeiros eucaridticos. A necessidade de adaptacdao diferencial de
Brucella aos respetivos hospedeiros em diferentes origens geograficas parece explicar
as diferengas entre as estirpes de Brucella, bem como o aparecimento de estirpes
atipicas [98]. A sequenciacdo de genomas completos demonstra que os genomas de B.
suis, B. melitensis, e B. abortus sao muito similares a nivel de sequéncia, organizagdo e
estrutura [47]. Esta similaridade também se verificou nas sequéncias dos genes em
estudo. A andlise filogenética das sequéncias do gene BAB1 1101 revelou, contudo
uma maior proximidade entre as estirpes de B. melitensis e B. abortus, sendo
consistente com outros estudos de filogenia que demonstram que existe uma
proximidade maior entre estas duas espécies do que com as restantes espécies do
género [39, 98]. A maior proximidade das estirpes B. suis entre si bem como a maior
distancia em relagdo as estirpes de outras espécies é apoiada por estudos que indicam
B. suis como uma das espécies mais diversas de entre as espécies cldssicas de Brucella
e consequentemente mais distante de B. abortus e B. melitensis [39, 102]. Em rela¢ado
ao gene BAB1 1533, continuou a observar-se uma grande proximidade entre as
estirpes de B. melitensis. No entanto, as estipes de B. abortus, isoladas em humanos e
com origem espanhola mostraram-se mais afastadas da estirpe de B. abortus, isolada
em animais e de origem portuguesa. Evidenciando, assim, diferencas adaptativas deste
gene, potencialmente associado a viruléncia, relacionadas com o hospedeiro e a
origem geografica [98]. Estas mostraram-se também mais afastadas de B. melitensis. A
estirpes de B. suis demonstraram mais uma vez proximidade entre si e maior distancia
em relacdo as outras [39]. Em relacdo a bactéria B. ovis, esta espécie ocupa uma
posicao basal na filogenia de Brucella [39], sendo uma das espécies mais divergentes
do género [98]. Porém, no presente estudo, B. ovis encontra-se no mesmo grupo que
B. suis. Alguns dos dados obtidos no estudo filogenético destes trés genes, revelaram-

se consistentes com outros estudos de filogenia, envolvendo genomas de Brucella
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completos. Contudo, deve-se ter em atencdo de que estes genes, estando associados a

viruléncia, podem apresentar diferencgas adaptativas especificas.

2. Multiple-Locus Variable number tandem repeats Analysis

(MLVA)

O MLVA é uma técnica de tipagem molecular, em que a eficacia depende da sele¢do de
marcadores moleculares independentes, cuja combinacdo proporcione um elevado
poder discriminatdrio [61]. A utilizacdo desta técnica em espécies muito préximas
como Brucella torna possivel a identificacdo e diferenciacdo ao nivel da espécie e até
de estirpe [88]. Este ensaio pode também ser utilizado como uma ferramenta
epidemioldgica importante no controlo de surtos e prevencao de brucelose [48], bem
como no estudo da diversidade genética entre diferentes espécies de Brucella num
contexto evolutivo [88].

Neste estudo, o principal objetivo foi pesquisar os polimorfismos dos VNTRs em
isolados de Brucella de origem animal e humana de modo a avaliar o seu poder
discriminatério, e investigar relacOes filogenéticas entre as diferentes estirpes em
estudo. O ensaio MLVA16 (painel 1, painel 2A e painel 2B) foi realizado num total de
47 estirpes de Brucella. No entanto, ndo foi possivel a amplificacdo de todos os loci,
apos varias amplificacdes. Uma das possiveis causas podera ser a extracdao de DNA de
Brucella, que deverd ser otimizada num futuro préoximo, de modo a ser possivel
amplificar os loci em falta. Assim, a andlise do poder discriminatério dos marcadores
dos 3 painéis foi realizada tendo em conta as 20 estirpes para as quais a amplificacao
dos 16 loci foi conseguida. O calculo do indice de Diversidade Hunter-Gaston revelou
gue os marcadores mais discriminatérios foram Bruce04, BruceO7 e Brucels,
pertencentes ao painel 2B (HGDI>0,8) e consistente com trabalhos ja realizados que
indicam que quatro em cada cinco marcadores do painel 2B s3ao extramente varidveis
[1], geralmente com indices de Diversidade superiores a 0,8 [10, 70]. O painel 1
demonstrou menor capacidade discriminatdria, com 6 loci a apresentar valores de
HGDI inferiores a 0,65. O painel 2A, de acordo com outros estudos, mostra-se mais
variavel do que o painel 1, mas menos do que o painel 2B [1]. No presente trabalho, os

trés loci constituintes apresentaram valores de HGDI entre 0,532 e 0,826. Outros
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trabalhos [10, 70] obtiveram valores HGDI médios para o 2A inferiores a 0,75, o que se
revela consistente com os dados obtidos neste trabalho. Os valores de HGDI aqui
obtidos revelaram, no geral, um elevado poder discriminatdrio, o que demonstra que a
escolha destes loci para a tipagem de Brucella é eficaz.

Na andlise de clusters, com as 20 estirpes do MLVA16, observou-se a divisdao em 3
clusters, sendo dois deles (Al e A2) constituidos, na sua maioria, por estirpes de B.
melitensis de origem humana, com as duas estirpes de B. abortus colocadas em A2. Em
A3 foram agrupadas a maioria das estirpes animais, entre as quais a Unica estirpe de B.
suis. De modo a entender melhor as relacGes entre as estirpes em estudo e de que
modo esta técnica permite diferenciar as mesmas, foi feita uma analise de clusters
para o MLVAS8 (P1) e MLVA11 (P1+P2A), para os quais se conseguiu um maior nimero
de estirpes, 33 e 31, respetivamente. O painel 1, com um poder menos discriminatoério
[1] dividiu as estirpes em apenas dois grupos, um constituido pelas estirpes de B.
melitensis e B. abortus e outro em que ficaram as estirpes de B. suis e a Unica de B.
ovis. A anadlise do painel 1 em conjunto com o painel 2A proporcionou dados mais
interessantes, uma vez que estes dois painéis em conjunto possuem maior capacidade
discriminatdria, porque foi utilizado um nimero maior de estirpes do que na andlise
do MLVAL16. As estirpes ficaram agrupadas em 4 clusters. Em C1 ficaram colocadas as 2
estirpes de B. abortus. C2 e C3 foram constituidos na sua maioria por estirpes de B.
melitensis de origem humana. Em C4 foram agrupadas a maioria das estirpes de
origem animal, entre as quais as estirpes de B. suis e de B. ovis. A andlise de clusters
para o MLVA16, MLVAl1ll e MLVA8 mostrou-se consistente, demonstrando uma
separacdo entre as estirpes de origem animal e humana.

Estes resultados estdao em concordancia com os resultados obtidos na analise
filogénica dos efetores e com outros estudos de filogenia em que se utilizaram
genomas completos que colocam B. melitensis e B. abortus mais proximas entre si e

mais afastadas de B. suis [39, 98].

55



Conclusdo e Perspetivas Futuras

V. Conclusao e Perspetivas Futuras

Este trabalho, dividido em duas partes distintas (estudo dos efetores BAB1 e MLVA16),
foi importante para amplificar o conhecimento acerca das espécies do género Brucella.
O estudo dos efetores permitiu conhecer melhor as sequéncias de DNA e respetivas
sequencias de aminodcidos, que parecem estar envolvidas na viruléncia de Brucella,
bem como tracgar algumas rela¢des entre diferentes estirpes e as suas origens. Embora
o VirB Brucella T4SS tenha sido descrito pela primeira vez hd mais de 10 anos, sdo
ainda escassas as potenciais proteinas efetoras identificadas. Também as fungdes das
proteinas ja identificadas permanecem por caracterizar [11, 58]. Contudo, este
trabalho constitui apenas o inicio de projetos futuros. Primeiramente serd necessario o
estudo de um maior nimero de estirpes de modo a consolidar resultados.
Posteriormente, o estudo funcional das proteinas codificadas por estes genes, e o seu
papel na viruléncia, sera fundamental para uma compreensao integrada e abrangente
dos mecanismos que permitem a Brucella sobreviver no interior da célula hospedeira.
Um maior conhecimento destas proteinas é crucial para uma melhor compreensao dos
mecanismos de viruléncia de Brucella.

Relativamente ao ensaio MLVA16, este estudo foi relevante na medida em que
permitiu acrescentar novas estirpes a base de dados e retirar algumas conclusdes
acerca das relagdes entre estas. Porém, esta é uma técnica recente e ainda existe
muita investigag¢ao por realizar. Ainda no contexto do presente trabalho, sera essencial
a otimizacdo dos processos de extracao, de modo a ser possivel amplificar os loci em
falta, aplicando o ensaio MLVA16 a um numero maior de estirpes. Contribuindo, desta
forma, para o crescimento da base de dados MLVAbank. Também serd fundamental
comparar os dados obtidos com as estirpes ja existentes na base de dados, o que ndo
foi possivel no ambito deste trabalho.

Apesar de distintos, os dois estudos, revelaram dados filogenéticos equivalentes entre
si e consistentes com outros estudos filogenéticos. O aumento do conhecimento do
genoma de Brucella e a procura de polimorfismos revela-se cada vez mais importante,
ndo s6 em estudos filogenéticos e epidemioldgicos, mas também na explicacdo das
diferencas nas caracteristicas fenotipicas, viruléncia e de preferéncia de hospedeiro,

observadas entre as espécies de Brucella [38, 98].
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Anexos

ANEXO |

Anexo | — Sequéncia de nucledtidos dos primers utilizados na amplificacdo dos genes

BAB1_0296, BAB1_1101 e BAB1_1533.

Primer

Sequéncia de Nucleétidos

Tamanho (pb)

Babl_0296 AF
Babl_0296 AR
Babl _1101F
Babl 1101R
Babl_1533 AF
Babl_1533 AR

5 CTG CGA GCCGGT TACTTG 3’

5 TGG TTT GTG TACCACCTT TGG 3’
5 CGT TCC TGC GAAATTTAACC 3’
5 ATT ATG CTCCCCTGT TGT CG 3’
5 CGG GTT TGC GTA GGATAATG 3’
5 TTTTGCTGG TTG ATCGGT TC 3’

18
21
20
20
20
20
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ANEXO Il

Anexo Il — Sequéncia de nucledtidos dos primers utilizados na amplificacdo dos loci do

MLVAL16.

VNTR Alias Chr Primer (montante) Primer (jusante) Min-
max pb

BRU1543 8bp Bruce04 1 CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG CGATCTGGAGATTATCGGGAAG 152-208
_152bp_2u
BRU1322_134 Bruce06 1 ATGGGATGTGGTAGGGTAATCG  GCGTGACAATCGACTTTTTGTC 140-542
bp_408bp_3u
BRU1250_8bp Bruce07 1 GCTGACGGGGAAGAACATCTAT ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA 150-190
_158bp_5u
BRU1134_18b Bruce08 1 ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC 312-366
p_348bp_4u
BRU588 8bp_ Bruce09 1 GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC GGGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG 124-244
156bp_7u
BRU211 63bp Brucell 1 CTGTTGATCTGACCTTGCAACC CCAGACAACAACCTACGTCCTG 257-698
_257bp_2u
BRU73_15bp_ Brucel2 2 CGGTAAATCAATTGTCCCATGA GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC 302-452
392bp_13u
BRU548 8bp_ Brucele 2 ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT GGCCATGTTTCCGTTGATTTAT 144-240
152bp_3u
BRU339_8bp_ Brucel8 2 TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG 130-170
146bp_5u
BRU324_6bp_ Brucel9 2 GACGACCCGGACCATGTCT ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT 76-190
163bp_18u
BRU329 8bp_ Bruce2l 2 CTCATGCGCAACCAAAACA GATCTCGTGGTCGATAATCTCATT 148-175
148bp_6u
BRU1505_8bp Bruce30 1 TGACCGCAAAACCATATCCTTC TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG 119-151
_151bp_6u
BRU424_125b Bruce42 1 CATCGCCTCAACTATACCGTCA ACCGCAAAATTTACGCATCG 164-789
p_539bp_4u
BRU379_12bp Bruce43 1 TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC 170-194
_182bp_2u
BRU233_18bp Bruce45 1 ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG CGGGTAAATATCAATGGCTTGG 133-187
_151bp_3u
BRU2066_40b Bruce55 1 TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT 194-354
p_273bp_3u
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ANEXO Ill

Anexo Il = Tabela de correspondéncia entre o tamanho dos alelos (pb) de Brucella e o nimero de repeti¢des (u).

Panel 1 (agarose2%)
bruce0s-BRU1322_134bp_408bp_3u | 140(1) | 274(20) | aospm) | sa2(aw) |
bruce08-8RU1134_18bp_348bp 4y | 312(2u) | 330(3u) | 3asfau) | 3es(su) | 3sa(eu) |
bruce11-8RU211 63bp 257bp 2u | 257(2m) | 320(3u) | 383(au) | sos(su) | e3s(su] | eesiou) | ss7ia2u) | 1013(1sw [ 1076 (15u) ]

bruce12-B8RU73_15bp_392bp_13u

| *302(7u) |

*317(8) | 327-332 (9u) | 342-347 (10v) |

362 (12u) | 377 (12u) | 392-397 (13u) | s07-a11 (1au) | 22 (2au) [ 437 (24u) | 452 (240) |

darker gray is the in silico inferred size in 16M genome sequence (NC_003317 and NC_003318) * observed size in Nouzilly-Orsay 16M reference strain
The indicated PCR product sizes are as obtained when using the primers published in Le Fléche et al. 2006 BMC microbiology. They need to be ajusted if alternative primers are used.
DNA sizing equipment must be calibrated by using reference strains as raw size estimates may need to be adjusted.
* Alleles observed in . ceti isolates
Le Fiéche et al. 2006 version 3.6 (lost modified April 22 2013)
Version 3.6 minor format errors; Viersion 3.5 and 3.4 modifications concern the alleles size range for locus Bruce21-BRU329_8bp_148bp_6u- (172-175)bp encoded Su;

for locus bruce12-BRUT3_15bp_302bp_13u: (327-332)bp encoded 9u; (342-347) encoded 10u; (392-397)bp encoded 13u and all alleles larger than 407bp are called 14u;
locus Bruce19-BRU324_sbp_163bp_18u is renamed bruce19-8RU324_3bp_36u and new alleles size range is presented

* Alleles observed in B. microti isolates

“ Allele observed in B. inopinoto
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bruced2-BRU424_125bp_S30bp_su | 164(1u) | 289(2u) | 41a(3u) | 539(4u) | sss(su) | 7eo(6u) | e1a(7u) |
bruced3-BRU37S_12bp_182bp 2u | 170(1u) | 182(2u) | 19a(3u) |
brucedS-8RU233_18bp 151bp 3u | 133(2u) | a51(3w) | 169(au) | 187(su) |
bruceSS-BRU2066_40bp_273bp_3u | 293(1v) | 233(2u) | 273w) | 313(aw) | 3s3isu) | zesieu) | a3zppw) | | *s53 (10u) |
Panel 24 (agarose3%)
bruce1s-BRU33S Sbp_146bp Su | 130(3u) | 13s(2u) | 1e6(sw) | 1sa(eu) | 1e2(7u) | 170(sw) | 17s(su) [ ‘1ss(s0u) |
bruce21-8RU329_8bp_143bp_6u | 120(su) | 148 (6u) | 1seru) | 1eaisu) | 172-175(su) |
Panel 28 (agarosed¥)
bruce0s-8RU1543_Sbp_152bp_2u 134 (1v) | 152(20) | 160 (3u) 168 (4u) 176(su) | 18a(su) | 192 (7u) 200 (gu) 208 (9u) | 216 (10u) [ 224 (120) [ 232 (120) [ 240 (13u) | 248 (24u) |
- 256 (15u) | 262 (16u) | 272 (17u) 220 (18) 288 (19u) | 206 (20u) | 204 (210) 312 (22u) | 320(23u) 360 (28u) |
bruce07-8RU1250,_8bp_158bp_Su 21;41112::] 142 (3u) | 150 (4u) 158 166(6u) | 373(7u) | 182 (su) 190(ou) | 198 (10u) | 206 (110} | 218 (120) | 222 (130) | 230 (240 | |
bruce0s-BRUSES,_Bbp_156bp, 7u 124(3u0) | 132(20) | 140(50) 148 (6u) 156 164 (8u) | 172 (su) 180 (10u) | 188 (23u) | 196 (12u) | 208 (13u) | 212 (1au) | 220 (25u) | 228 (16u) |
e 236 (17u) | 244 (18u) | 252 (15u) 260 (20u) 268 (21u) | 276 [22u] | _ 284 (23u) 292 (24u)
134 (2u) | 152 160 (4u) 68(su) | 176(su) | 18a(7u) | 192(8w) | 200(su) | 208 (20u) | 216 (12u)] 228 (220) | *232 (130) | 240 (2au) | 248 (25w |
bruce16-8RUSAS_gbp_152bp_3u 58 (350 270 (350)
bruce30-BRU1505 8bp 151bp 6u | 119(2u) | 127(3u) | 135(au) | 243(su) | asa(6u) | 159(7u) | 167 (su) 175(ou) | 183 (10u) | 191 (12u) ] 199 (12y) |
Previous Panel 2A member
hracats-orusas_sbp, 1630 30w 76 (7u) | [ 82000 “88 (11u) | 1e3p3sw) | | 169 (38u) [“172 (30u)] “175 (s0u)| 178 (a1v) | [ 184 (a3u) |
- T - 187 (34u) | 190 (45u) 193 (46u) 202 (45u
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ANEXO IV

Anexo IV — Marcador de peso molecular HyperLadder® IV 100pb (Bioline)

(http://www.bioline.com/us/hyperladder-100bp.html).
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ANEXO V

Anexo V — Marcador de peso molecular GeneRuler® DNA Ladder 50pb

(http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/10416014).
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ANEXO VI

Anexo VI — Alinhamento completo das sequéncias obtidas a partir da amplificacdo do

gene BAB1_0296.

1 10 20 30 a0 50 1) 70 80 90 100 110 120 130

1 1

Brel2308 ATGAACGCTCACACARRCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGAATG
463Bn3 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-6 ATGAACGCTCACACAAACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCT TATTCCAGCCCGAATG
146=-10 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
180B ATGARCGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
1798 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
457/06E  ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGET TCCGCAGCT TTCGACCCGAACGCT TEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
1648 ATGARCGCTCACACAARCATAAGTGGT TCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCT TGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
448 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-12 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-12 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCT TEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
104-11 ATGARCGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
47Bn3 ATGAACGCTCACACARRCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGAATG
20Bn3 ATGAACGCTCACACARRCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
825Bn1 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGETTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
213/03E  ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGET TCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
256Ba2 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
115Bs2 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
238/04E  ATGAACGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
194/00E  ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGET TCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
357Bn3 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
918Bn2 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
194Bs2 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGETTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
782Bn1 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGETTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
668Bnl ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-7 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183-4 ATGAACGCTCACACARRCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
148-3 ATGAACGCTCACACAAACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCT TATTCCAGCCCGARTG
146=-12 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCT TTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
146-11 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
183Bs2 ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
27Bs2 ATGAACGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGARCGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
4Bs? ATGAACGCTCACACAARCATAAGTGET TCCGCAGCTTTCGACCCGARACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
770Bnl ATGAACGCTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
804Bn2 ATGAACGLTCACACAARCATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTEGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGAAGCTATCGACCTTTCTCARTCAGGCGGACACCCTTATTCCAGCCCGARTG
Consensus ATGAACGCTCACACARACATARGTGGTTCCGCAGCTTTCGACCCGAACGCTTGGCACCACTCCCAGATGACCATCCGGGARGCTATCGACCTTTCTCARTCAGECGGACACCCTTATTCCAGCCCGAATG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

Brel2208 TCCCCARRGGGTTCARCACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCGE
463Bn3 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
183-6 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCGL
146-10 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
180B TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
1798 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCARCGCCATGARAGACCGGEARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
457/06E  TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
1648 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
448 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
104-13 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARAGACCGGEARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
104-12 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
104-11 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
47Bn3 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCAATACGARGAGTGGTGCGL
20Bn3 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCGC
825Bn1 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
213/03E  TCCCCAARGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCARCGCCATGAARGACCGGGARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCEC
256Ba3 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
115Bs2 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
238/04E  TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
194/00E  TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGT GCEC
357Bn2 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
918Bn2 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
194Bs2 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARAGACCGGEARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
782Bn1  TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
668Bnl TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARAGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
183-7 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCAATACGARGAGTGGTGCGL
182-4 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCGC
148-9 TCCCCARRGGGT TCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGAT TGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGL
146-12 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGC
146-11 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
183Bs2 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGEARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
27Bs2 TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCETAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGL
4Bs2 TCCCCAARGGGTTCARCACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGAAGGCARCGCCATGAARGACCGGEARCTGATCCARTACGARGAGTGGTGCGC
770Bnl TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
804Bn3 TCCCCARAGGGTTCAACACGGTCGTAGGTTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGETATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCAACGCCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCEC
Consensus TCCCCARRGGGTTCAACACGGTCGTAGETTTCTTCTTCGACTGCTACGATTGGTATCCTGCCGCCTATGATGACGAGGARGGCARCGCCATGAARGACCEGGARCTGATCCARTACGAAGAGTGGTGCGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

Bnel2308 TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGTTARAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCECTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
463Bn3 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
183-6 TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCECTGLTTGAARTTAGATGCTTGGAGCTTTGA
146-10 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
180B TAAGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTEAGGT TARAGAGGTTGARGCCCCGGCAGCACTCARGGTECACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTEA
1798 TAAGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGEAGCTTTGA
457/06E  TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCTTATCCTGAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
1648 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTRAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
448 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGEAGCTTTGA
104-13 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
104-12 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCTTGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
104-11 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
47Bn3 TARGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCECTGCTTGAAATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
20Bn3 TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
825Bn1 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
213/03E  TARGTATGCCCGARAGC TGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCGCTGCTTGARATTAGATGC TTGGAGCTTTGA
256Ba3 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
115Bs2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTECACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGEAGCTTTEA
238/04E  TARAGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
194/00E  TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCTTATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
357Bn2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
918Bn2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGEAGCTTTGA
194Bs? TAAGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
782Bn1  TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGG TECACGGCATTATGACCTTGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARAT TAGATGCTTGGAGCTTTGA
668Bnl TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
183-7 TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TAAAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCECTGCTTGAAATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
183-4 TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCTTGARGGCT TATCCTGAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
148-9 TARGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCAAGETGCACGGCATTATGACCT TRARGGCT TATCCTGAGGCECTGCT TGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
146-12 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTGAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
146-11 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
183Bs2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTEAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTECACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGEAGCTTTEA
27Bs2 TARGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCT TGARGGCT TATCCTGAGGCECTGCT TGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
4Bs2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGC TTGGAGCTTTGA
770Bnl TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
804Bn2 TARGTATGCCCGARAGCTGGGCCTTEAGGT TARAGAGGTTGAAGCCCCGGCAGCACTCARGGTECACGGCATTATGACCTTGARGGCTTATCCTEAGGCGCTGCTTGARATTAGATGCTTGEAGCTTTEA
Consensus TAAGTATGCCCGAARGCTGGGCCTTGAGGT TARAGAGGT TGAAGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATTATGACCT TRARGGCT TATCCTGAGGCECTGCTTGARATTAGATGCTTGGAGCTTTGA
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Anexos

ANEXO VII

Anexo VIl — Alinhamento completo das sequéncias obtidas a partir da amplificacdo do

gene BAB1_1101.

1 10 20 30 a0 50 60 n 80 90 100 110 120 130 140

Bnelaaﬂﬂ nmum:m:ﬁl:nnEl:nm:rmTminTm:miI:I:EI:TGTml:n:l:l:TIEnm:TnEnTl:l:nnm:lil:nmil:rm:nnl:l:l:nﬁnmm:Em:l:TmEnl;ﬁl:l:nnErmnml:m:ﬁl:n:nﬁm:l;ﬁm:nl:l:l:nTmTl:nm;l:l:l:ﬁun
ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR

1553 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCRCTTTGCTCCC TTGARCT TTGATCCARACGCTTEGCATCACTCCCAGATEACGACC TTEGARGCCATTGART TATCACGCTCAGECGEACACCCATAT TCARGCCCGAR
40B  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTRTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACC TTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
782Bnl  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
256Ba3  ATGARCACGCARGCARCARTAGATAC \TTCARGCCCGAR
368 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTATTGCTCCC TTGARCTTTGATCCARACGCTTGGEATCACTCCCAGATGACGACC TTRGAGGCCATTGARTTATCACGE TCAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
47Bn3  ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC TTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATAT TCARGCCCGAR
20Bn3  ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCT TGGAGGCCATTGARTTATCACGC TCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
825Bm1  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCC TTGARCT TTGATCCARACGC TTEGCATCACTECCAGATGACGACCTTGAGGCCATTGARTTATCACGETEAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
770Bnl  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
804Bn3  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
1B ATGARCACGEARGCARCARTAGATACAGCCGCTATTGCTCCC TTGAACT TTGATCCARACGCTTRGEATCAL TCCCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGE TCAGGCGGACACCCATAT TCARGCCCGAR
115Hs2 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
GAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGT TGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCT TGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR

dnanna ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTATTGCTCCC TTGARCTTTGATCCARACGCTTGGEATCACTECCAGATGACGACCTTRGAGGECATTGARTTATCACGETCAGGCGRACACCCATATTCARGCCCGAR
357Bn3  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGECGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
104-13  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
10d-12 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGETCCC TTGARCT TTGATCCARACGC TTEGCATCACTECCAGATGACGACC TTGAGGCCATTGARTTATCACGETEAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
104-11 ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTE CCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
1668  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
1678  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCTTTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGAATTATCACKCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCECGAR
183-4  ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTECTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC TTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
148-9 ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCT TGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
146-12  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCC TTGARCT TTGATCCARACGC TTEGCATCACTECCAGATGACGACCTTGAGGCCATTGARTTATCACGETEAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
145 11 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGECGEACACCCATAT TCAAGCCCGAR
ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATAT TCAAGCCCGAR

204/015 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTRTTGCTCCC TTGARCTTTGATCCARACGCTTGGEATCACTECCAGATGACGACCTTRGAGGECATTGARTTATCACGETCAGGCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
167/00E  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCT TTGATCCARACGCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
297/04E  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
228/03F  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCT TTGATCCARACKCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGAATTATCACACTCAGGCAGACACCCATATTCARGCECGAR
170/0dE  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCT TTGATCCARACGCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
120/99E  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCTTTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
723/07E  ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCT TTGATCCARACGCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACACTCAGGCAGACACCCATATTCARGCCCGAR
238/0dE  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCETTGARCT TTGATCCARACGCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
154/WE ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
ATGARCACGCARGCARCARTAGATAC! \TTCARGCCCGAR

BBB ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGECGEACACCCATAT TCAAGCCCGAR

448 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR

388 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTATTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTEGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGARGCCATTGART TATCACGCTCAGECGEACACCCATATTCAAGCCCGAR

358 ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTRTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATAT TCAAGCCCGAR
1688  ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGRCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
146-10 ATGARARCECARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC T TEGCATCACTECCAGATGACGACC TTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGRCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
183-6 ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC TTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATAT TCARGCCCGAR
183-7 ATGARCACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC TTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGGACACCCATATTCARGCCCGAR
668Bnl ATGARCACGCARGCAACARTAGATAC \TTCARGCCCGAR
194Bs?  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTECCAGATGACGACC TTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGECGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
918Bn3  ATGAACACGCARGCAACARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACC TTGGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGECGEACACCCATATTCAAGCCCGAR
183B<2  ATGAACACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTGTTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGC T TEGCATCACTECCAGATGACGACC TTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGRCGEACACCCATATTCARGCCCGAR
27Bs?  ATGARCACGEARGCARCARTAGATACAGCCGCTATTGCTCCCTTGAACTTTGATCCARACGCTTGGCATCAC TCCCAGATGAC GACC TTEGAGGCCATTGARTTATCACGE TCAGGCGGACACCCATAT TCARGCCCGAR
ATGARCACGCARGCARCARTAGATACAGCCGCTETTGCTCCCTTGARCT TTGATCCARACGCTTGGCATCACTCCCAGATGACGACCTTEGAGGCCATTGARTTATCACGCTCAGGCGEACACCCATATTCAAGCCCGAR

Consensus
141 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

BnelZCWB CETcl:cl:nnnElicm:nmm:EETl:liTnEECITETTl:TIcEncncl:Tm;EnEIEETHTcl:u:u:licl;TnTEm:Em:unuﬁmmEl:nnusl;crm:nmmnccuﬁnnnEIEHTEWHTHTENMEmTEEIEEECEnnEmEE
COTCCCCARRGECTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCOCCRCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATAAAGATTGRTGCGLCARGTACE

1555 CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEEARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACG
40B  CGTCCCCAARGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACE
782Bnl  CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCBTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCOCCGCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGECATGARAGACCGAGARCTGATCEARTATAAAGATTGRTGCGLCARGTACE
256Ba3  CETCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCEACACCTACGACTGGTATCCCECCGCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGLCARGTACG
36B  CGICCCCAARGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACE
d7Bn3  CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCOTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGATATCCCGECHCE TATRACGACGABGARGECAREALCATGAARGACCHGEARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACE
20Bn3 CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGECGCE TATGACGACGAGGAAGGCARCGLCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTATGAAGATTGGETGCGCCARGTACG
825Bnl  CGTCCCCAARGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCECCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACE
770Bml CBTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCOCCGCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGAGARCTGATCEARTATAAAGATTGRTGCGLCARGTACE
Bnanna CBTCCCCARRGECTTCAATACGGTCETAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCECE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGCCARGTACE
CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACG

1155;2 COTCCCCARRGECTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCOCCRCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATAAAGATTGRTRCGLCARGTACE
CBTCCCCARRGECTTCAATACGGTCETAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCECE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGCCARGTACE

453“3 CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACG
357Bn3  CRTCCCCAARGECTTCARTACGGTCBTAGGCTTCTTCTTCRACACCTACGACTAGTATCCCRCORCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGREARCTGATCEARTATEAAGATTERTRCGLCARGTACE
104-13 CBTCCCCARRGGCTTCARTACGETCETAGGCTTCTTCTTCRACACCTACGACTGGTATCCCACCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTEGTGCGCCARGTACE
104-12 CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACG
10d-11 CRTCCCCAARGECTTCARTACGGTCBTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCRCCRCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGAEARC TGATCEARTATEAAGATTERTRCGLCARGTACE
1668 CGTCCCCARAGGCTTCAATACGGTCGTAGECTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGECGCC TATGACGACGAGGAAGECARCECCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
1678 CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGCCGCCTATGACGACGAGGAAGGCARCGLCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
183-d CGTCCCCARRGGCTTCH TGCGCCARGTACG
148-9 CGTCCCCARRGECTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTICGACACCTACGACTGETATCCCGECGCE TATEACGACGAGGAAGGCARCECCATGARRGACCGGEARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACE
146-12 CBTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCECCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGLCARGTACG
145-11 CBTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCGCCCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGRTGCGCCARGTACE
CBTCCCCARRGECTTCAATACGGTCETAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCECE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGCCARGTACE

204/01E CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEEARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACG
167/00E CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGECTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGCCGCC TATAACGACGAGGARGACARCECCATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTEETGCGCCARGTACG
297/0dE  CGTCCCCAARGECTTCAATACGGTCGTAGECTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGCCECC TATGACGACGAGGAAGGCARCELCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
228/03E  CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCE TATGACGACGAGGAAGGCARCGLCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
170/0dE  CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCRACACCTAC TGCGCCARGTACG
120/99E  CGTCCCCAARGECTTCAATACGGTCGTAGECTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGCCECC TATGACGACGAGGAAGGCARCELCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
723/07E  CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCE TATGACGACGAGGAAGGCARCGLCATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEETGCGCCARGTACG
238/0dE  CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGECTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGCCGCC TATAACGACGARGARGACARCECCATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTEGTGCGCCARGTACG
154/nﬂE CBTCCCCARRGECTTCAATACGGTCETAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCECE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGCCARGTACE
CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGE CATGARAGACCGEEARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACG

EEB CBTCCCCARRGECTTCAATACGGTCTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCGCCGCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTERTGCGCCARGTACE

d44B  CGTCCCCARRGECTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTAGTATCCCOCCGCE TATGACGACGAGEAAGGCAACGE CATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATAAAGATTGRTRCGLCARGTACE

388 CGTCCCCAARGGCTTCAATACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACG

358 CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCETAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCGCCGCETATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARRGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACE
1688 CGTCCCCARAGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGATATCCCGECGCE TATAACGACGAGGAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTEGETGCGCCARGTACG
146-10 CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCECCGCE TATGACGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGLCARGTACG
183-6 CGICCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGLCGCLTATGACGACGAGGAAGGCARCELCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTATGAAGAT TGGTGCGCCARGTACG
183-7 CGTCCCCARRGGCTTCAATACGGTCOTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGRTATCCCGECRCE TATEATGACGAGGAAGGCAREALCATGAARGACCHGEARCTGATCCARTATGARGATTGETGCGCCARGTACE
668Bnl CTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCECCGCE TATGATGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATEAAGATTGETGCGLCARGTACG
194Bs2  CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGGTATCCCECCGCETATGATGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGAAGATTGETGCGCCARGTACG
918Bn3 CATCCCCARRGGCTTCARTACGGTCBTAGGCTTCTTCTTCAACACCTACGACTGGTATCCCOCCGCE TATGATGACGAGEAAGGCAACGECATGARAGACCGAGARCTGATCEARTATAAAGATTGRTGCGLCARGTACE
183Bs2  CETCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCEACACCTACGACTGGTATCCCECCGCE TATGATGACGAGEAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCATATEAAGATTGETGCGLCARGTACG
27Bs2  CGICCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGETATCCCGLCGCETATGATGACGAGGAAGGCARCELCATGARRGACCGGGARCTGATCCARTATGAAGAT TGGTGCGCCARGTACG
Consensus  CGTCCCCARRGGCTTCARTACGGTCGTAGGCTTCTTCTTCGACACCTACGACTGATATCCCGECEEE TATAACGACGAGGAAGGCARCGECATGARAGACCGEGARCTGATCCARTATGARGATTAGTGCGCCARGTACG

281 290 300 310 320 330 340 350 360 370 80 390 400 405

Bnel?308 CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCGECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATECCTTGA
438 CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
1595 CCCGGACGCTREGCCTTAAGGTTAARGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCC TACCCRGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATEGAGATRLCTTGR
d0B  CCCGGACGCTGEGCCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATECCTTGA
782Bnl  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACT CAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGGCT TTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
25EBa3  CCCAGACGCTGRGCCTTGAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCAAGATGCACGRCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCRCCTTATEGAGATACCTTGR
368 CCCGGACGCTGEGCCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATECCTTGA
47Bn3  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCAT TGARGGCCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
20Bn3  CCCGGACGCTREACCTTEAGETTARAGAAGTTGARGCCCCGRCAGCACTCAAGGTGCACGECATCATRGCAT TEARGGCCTAC CCRGARGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATACCTTGA
825Bn1  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTEARGGCCTACCCGEAGECT TTGCTAGARATCCRCCTTATCGAGATECCTTGA
770Bnl  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
ananna CCCGEACGCTGEECCTTEAGGT TRAARGAAGT TBARGCCCCAGECAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCAT TGARGGCC TACCCRGAGECTTTGCTAGARATCCRCCTTATCGAGATACCTTGA
CCCGGACGCTGEGCCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATECCTTGA

115Hs2 CCCGGACGCTGEECCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCGECAGCACT CAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATELCTTGA
d1B  CCCGGACGCTGEECCTTEAGGT TAARGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCARGRTGCACGGCATCATGGCAT TGARGGCCTACCCRGAGECTTTGCTAGARATCCACCTTATCGAGATACCTTGA
463Bn3  CCCOGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECT TTGCTAGARATCCECCTTATCGAGATECCTTGA
357Bn3  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATECCTTGA
10d-13 CCCAGACGCTGRGCCTTEE GATGCCTTGA
104-12 CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTEARGGCCTACCCGEAGECT TTGCTAGARATCCACCTTATCGAGATECCTTGA
104-11 CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEGECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATELCTTGA
1668  CCCGGACGCTEGGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGECARCACTCAAGGTGCACGECATCATGECATTGARGGCC TACCCGEABGCTTTRCTAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
1678 CCCGGACGCTEEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCARGGTGCACGECATCATGECATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
183-4 CCCGGACGCTEGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCAGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGCCTTGA
148-9 CCCGGACGCTEGACCTTEAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGRCAGCACTCAAGGTGCACGECATCATGGCAT TGARGGCCTACCCRGABECTTTGC TAGARATCCGCCTTATCGAGATGCCTTGA
146-12 CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTEARGGCCTACCCGEAGECT TTGCTAGARATCCRCCTTATCGAGATECCTTGA
146~ 11 CCCGGACGCTGEECCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCGECAGCACT CAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATELCTTGA
CCGGACHCTEERCCTTEAGGT TARAGH GATGCCTTGA

204/015 CCCGGACGCTREGCCTTAAGGTTAARGAAGTTGARGCCCCHECAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCRGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATEGAGATRLCTTGR
167/00E  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
297/04E  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGT TARRGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACT CAAGGTGCACGGCATCATGGCATTEARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
228/03E  CCCGGACGCTGOGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCRECAGCACTCARGETGCACGRCATCATGECATTRARGGCCTACCCGRAGECTTTACTAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
170/04E  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
120/99E  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
723/07E  CCCGGACGCTGOGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCECAGCACTCARGETGCACGRCATCATGOCATTGARGGECTACCCGRAGECTTTACTAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
238/04E  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGETGCACGGCATCATGECATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
154/00!{ CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACT CAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
CCCGGACGCTREGCCTTAAGGTTAARGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCARGETGCACGGCATCATGGCATTEARGGCC TACCORGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATEGAGATRLCTTGR

EEB CCCGGACGCTGEECCTTEAGGT TARRGAAGTTGARGCCCCGECAGCACT CAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATELCTTGA

44B  CCCGGACGCTGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA

388 CCCGGACGCTGEGCCTTAAGGTTAARGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGCCTACCCRGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATCGAGATRLCTTGR

358 CCCGGACGCTGEGCCTTEAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCGECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTGARGECCTACCCGGAGGCTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATELCTTGA
1688 CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARAGAAGT TGARGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATCATGECATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
146-10 CCCGGACGCTGRGCCTTRAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCAGCAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATEGAGATRLCTTGR
183-6 CCTGGACGCTEGEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCAGABGCTTTGC TAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
183-7 CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
668Bnl  CCCOGACGCTGOGCCTTGAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGECTTTGCTAGARATCCOCCTTATEGAGATRCCTTGR
194Bs?  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACTCAAGETGCACGGCATCATGGCATTEARGGCCTACCCGEAGECT TTGCTAGARATCCRCCTTATCGAGATECCTTGA
918Bn3  CCCGGACGCTGGGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCEECAGCACT CAAGGTGCACGGCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGGAGGCT TTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGLCTTGA
183B<? CCCAGACGCTGRGCCTTGAGGTTARRGAAGTTGARGCCCCAECAGCACTCAAGRTGCACGRCATCATGGCATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCRCCTTATEGAGATACCTTGR
27Bs?  CCCGGACGCTEEGCCTTGAGGTTARRGAAGT TGARGCCCCGECAGCACTCAAGGTGCACGGCATCATGGCAT TGARGGCCTACCCAGABGCTTTGC TAGARATCCECCTTATCGAGATGECTTGA
Consensus  CCCGGACGCTGGEGCCTTGAGGTTARAGAAGTTGARGCCCCGGCAGCACTCARGGTGCACGGCATCATGECATTGARGGCCTACCCGEAGECTTTGCTAGARATCCGCCTTATCGAGATGECTTGA
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Anexos

ANEXO VI

Anexo VIII - Alinhamento completo das sequéncias obtidas a partir da amplificacdo do

gene BAB1_1533.

Bre:
1

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

12308 ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTEECAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGETECACCAC TTRCCACCEEATCGGEAGAT TCGTGGAGCCGCCATAGETGEGARAGTARGACTTGEARGCGTGACA

668Bm1  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCABCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGGAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAC TTGGARGCGTGACA

4B<2  ATGAATCGATTTTTGAAGATCACTATTCTGECAGCGGCATCGETCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCECATCGGEAGAT TCGTGGAGCCGCCATAGE TGEGARAGTARGAC TTGEARGCG TGACA

19dBs2  ATGAATCGAT CCE AC
918Bn3 ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCACTTGCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGGAGCCECCATAGCTGGGARAGTARGACTTGGARGCGTGACA
183Bs2 ATGAATCGATTTTTGAL TTCTGGCAGH CGCARCCE CACTTGLCAC AGATTCGTGH AGCTGGGARN TGGARGCETGACA
1158s2  ATGAATCGATTTTTGAL TTCTGGCAGH CGCARCCE CACTTGECAC AGATTCGTGH AGCTGGGARN TEEARGCETGACA
1834 GARTCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGRCATCACTCACARCCATTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGRCAGAT TCGTAEAGECACCATAGETEGGARAGTARGAL TTGGARGCGTGACA

AATCGAT T ARGCG TGACH

1678  ATGARTCGATTTTTGAAGATCACTATTCTGECAGCGGCATCGETCGCARCCGTTGCTGCACCAC TTRCCACCECATCGGEAGAT TCGTGGAGCCGCCATAGE TGOGARAGTARGAL TTEEARGCG TGACA

ATGAATCGATTTTTGAAGATCACTAT TCTGECAGCGGCATCGCTCECARCCGTTGCTGCACCAC TTGECACCGEATCGGCAGAT TCGTGGAGCCGCCATAGCTGGGARAGTAAGACTTGEARGCETGACA

418
104-12 ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGEGCAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGEAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAC TTGGARGCGTGACA
10d-11 ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGGAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAC TTGGARGCGTGACA

238/0dE  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCACTTBCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGGAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAC TTGGARGCGTGACA

357Bn3  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGHCH

GGCAGAT TCGTGGABCCACCATAGCTGEGARAGTARGAL T T GEARGCG TGACA

ARCCET
170/04E  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGECATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGECAGAT TCGTGEAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAL TTGGARGCGTGACA
204/01E  ATGARTCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGRCATCRCTCACARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGECAGAT TCGTGGAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAL TTGGARGCGTGACA

1698 ATGAATCGATTCTTGARGATCTGTATTCTGECAGCGGCATCGETCGCARCCETTGCTECACCAC TTRCCACCECATCGGCAGAT TCGTGEAGCCACCATAGC TGAGARAGTARGAL TTGEARGCG TGACA
d47Bn3  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGECAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGETGCACCACTTRCCACCECATCGGCAGAT TCGTGAAGCCGCCATAGE TGEGARAGTARGALTTGEARGCG TGACA

213/03E  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGGCAGCGRCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCACTTRCCACCGEATCGRCAGATTCGTGGAGCCECCATAGCTAGGARAGTARGAL TTGGARGCGTGACA
463Bn3  ATGAATCGATTTTTGARGATCACTATTCTGEGCAGCGGCATCGCTCGCARCCETTGCTGCACCAC TTRCCACCGEATCGGCAGAT TCGTGEAGCCECCATAGE TGGGARAGTARGAC TTGGARGCGTGACA

Consensus

ATGAATCGATTTTTGAAGATCACTAT TCTGRCAGCGECATCGETCECARCCGTTRCTGCACCACTTRECACCGCATCGECAGAT TCGTGGAGCCGCCATAGC TGGGARAGTARGACTTGEARGCGTGACA
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Brel?308 GCTGGOGGCCTGGACACTGGEAAAGCAGGAGCACGEAGCETGECTGEAGCCECTCTCATTE TCATCATAGTAGCCGEAGCARTARTGACGCAC TCECCGCCGGCGTARTCOGECTBGCABCAGGCGLCCT
0

66B  GCTGGGOGCCTHGACACTGGGAAAGCAGGAGCACGGAGCATGGCTEEAGCCGCTCTCATTCTCATCATAG TAGCCGEAGCAATAATGACGCAC TCGCCGCCBGCGTARTCOGGETGECABCAGGCECEET
1678 GCTGGEGGCCTEGEACACTGGEARAGCAGGAGCACGGEAGCETGECTGGAGCCECTCTCATTE TCATCATAGTAGCCGEAGEARTARTGACGCAC TCRCLGCCGGEETARTCRGEC TRGCABCAGGCGCCCT

256Ba3  GCTGGGGGCCTGGACACTOOGAAAGCAGGAGCACGGAGCGTGECTGGAGCCECTE TCATTCTCATCATAGTAGECGGAGCAATARTGACGCAC TCGCCACCGACGTARTCGGECTGECAGCAGGCECCCT

1658  GCTGGOGGCCTEGACACTGGAAAAGCAGGAGCACGEAGCATGECTGEAGCCECTCTCATTETCATCATAGTAGECGAAGEARTARTGACGCACTCACCGECGGEATARTCAGECTRGEABCABGCGCCCT
47Bn3  GCTGGGGGCCTGEGACACTGGEARAGCAGGAGCACGGAGCGTGECTGGAGCCECTCTCATTE TCATCATAGTAGLCGEAGCARTARTGACGCAC TCECLGCCGGCGTARTCGGECTEGCABCABGCGCCCT

213/03F  GCTEEGGGCCTGEACAC THGGARAGCABGAGCACGGAGCGTAECTEGAGCCECTC TCATTCTCATCATAGTAGECGGAGCAATARTGACGCAC TCGCCRCCGRCGTARTCGGACTGECAGCAGGCACCLT
463Bn3  GCTGGGGGCCTGGACACTGGAAAGCAGGAGCACGGAGCGTGECTGGAGCCECTE TCATTC TCATCATAGTAGECGGAGCAATARTGACGCAC TCGCCACCGACGTARTCGGECTGECAGCABGCECCCT

GCTEGEEECCTEGACACTRGEARAGCABGABCACGGAGCETEECTEEAGCCGCTCTCATTCTCATCATAG TAGCCGGAGCARTAATGACGCAC TCRCCGCCRECGTARTCREGCTRRCABCAGGCECEET
261 270 280 290 300 310 320 330 3do 350 360 370 380 390

Brel2308 GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCEETCTATECEGCGCCGCCCOCRLCGCCRECGLCABCC TATTACCCTRCCECGECTACCCGCARCETGETCTACCGLRCT

14B-10 GCTCGECAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATBCCEETE TATGCCRCGCORCCCCCRECACCGCCGCCABC TATTACCCTRCCGCACCTACCCGCARCGTGGETCTACCACRLT

GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTC TATGCCGCECCGLCCCCRCCGCCRCCGCCAGCCTATTACCCTRCCACGCCTACCCGCARCETGETCTACCECGEC

183-4 GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGETCTAT AGCCTATTAC TACCCGCARCGTGETCTACCECGLC
183-7 GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATECCEETCTATECEGLGCCHCCCOCCCCGCCRECGCCARCC TATTACCCTRCCECGECTACCCGCARCGTGETCTACCGLRCT

T GCCBGTCTATGCCBCGCCBCCCCCCCCECCGECGCCABCE TATTACCCTACCGCGCCTACCCGCARCGTGGTCTACCGCG!

TCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATH CCECGEC
7Bs2  GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATRCCGETCTAT AGCCTATTAC TACCCGCARCGTOETCTACCECGE
(CGTEGETCTACCECRLT

CTCGGCAGTGTAC TCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTC TATGCCRCGCCRECCCCECCGCCGCCGCCAGCC TATTACCC TGCCGCRLC TACCEGCAR

19dBs?2  GCTCGGCAGTGTACTCH CGCACGACC CCATGCCEGTC TATGCCBCGOCBCCCCCCECACCGCCGCCABCE TATTACCE TRCCGCGCCTACCCGCARCGTGGETCTACCACBET

TAT AG GCARCGTGETCTACCECGLC
AGTGTAC TCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATRCCEETE TATGCCGCGCCRLCCCCCECELCGECGCCABCE TATTACCETGCCGCGCCTACCCGCARCGTEGETCTACCECRET
GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTCTATECCGCECCGLCCCCCCCGCCECCGCCAGCCTATTACCETRCCRCGCCTACCCGCARCETGETCTACCECGEC

183-6 GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCAETCTAT AGCCTATTAC TACCCGCARCGTOETCTACCECGE

GCCGLCGCCAGCC TATTACCCTRCCGCGEC TACCCGCARCGTGETCTACCECREC

66B  GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGGTC TATGCCGLGCCGEL:
GCCBCCGCCABCC TATTACCCTRCCACGCC TACCCRCARCETGETCTACCECGEC

36B  GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATBCCGETCTATACCGLACCGEL:

167B  GCTCGGCAGT CCCATGCCGGTC TATACCRCGCCGEL: GCCBCCGCCAGCC TATTACCCTBCCACGEC TACCCACARCGTGETCTACCECGEC
TAT AG

GCCBCCGCCAGCC TATTACCCTBCCACGEC TACCCACARCGTGETCTACCECGEC
TACCCGCARCGTGETCTACCECGLC
GCCGCCGCCAGCC TATTACCCTRCCGCGEC TACCCGCARCGTGETCTACCECREC
GCCBCCGCCAGCC TATTACCCTBCCACGECTACCCACARCGTGETCTACCECGEC

AG GCARCGTOETCTACCECGE
GCCGLCGCCAGCC TATTACCCTRCCGCGEC TACCCGCARCGTGETCTACCECREC

GCCBCCGCCABCE ACCH CTACCGCGC

CGCCAGCCTATTACCCTGCCECGCCTACCCGCARCGTGETCTACCECGEC

463Bn3  GCTCGGLA GECGCCAGCLT CECGLCTACC GETCTACCGCREC

Consensus  GCTCGGCAGTGTACTCAGCCAGCCACGCACGACCTATATCCAGCCCATGCCGETCTATGCCGCGCCRLC. ..  gocGCCGCCAGCCTATTACCCTGCCGCGECTACCCGCARCGTGETCTACCGCGLC
291 400 a10 a20 430 440 a50 450 470 480 490 500 510513

Brel?308 GGCTATGAGCCATGEAGCCGCGGETGGTATCAGTATTGC TCGGGCCGT TACCETTCGTTCARCCCGARARCCGECACCTATCECGGT TATGACGETCECGACCATT TCTRCACGGCCARCTGA

n:
Consensus

146-10 GGCTATGAGCCATGEAGCCGCGGCTGGTATCAGTATTGC TCGRGCCGTTACCETTCATTCARCCCGARARCCGGCACCTATCGCGGT TATGACGETCGCGACCATT TCTRCACGGCCARCTGA
146-11 GGCTATGAGCCATGEAGCCGCGGCTGGTATCAGTATTGC TCGEGCCGTTACCETTCGTTCARCCCGARAACCGGCACC TATCGCGGT TATGACGETCGCGACCATT TCTRCACGGCCARCTGA

782Bnl  GGCTATGAGCCATGEAGCCGCGGCTGGTATCAGTATTGC TCGGGCCGTTACCETTCGTTCARCCCGARAACCGECACC TATCGCGGT TATGACGETCGCGACCATT TCTGCACEGECARCTGA

GGCTATGAGCCATGGAGCCGCEECTGETATCAGTATTGC TCEGGCCGT TACCGTTCGTTCARCCCGARARCCGECACC TATCGCGGT TATGACGGTCGCGACCATT TCTGCACGGCCARCTGA

170/04E TATGAGCCATGGA GGTATCAGTS CCGTTACCE TTCAACCCGARAAC TCECGETTA GACCATT T GCCARCTGA
204/01E  GGCTATGAGCCATGGAGCCGCGGCTGGTATCAGTATTGC TCGRGCCATTACCGTTCGTTCARCCCGRARAACCGRCACCTATCGCGGT TATGACGGTCOCGACCATT TCTGCACGGCCARCTGR
167/00E ATGAGC TICH ACTGA

GGCTATGAGCCATGGAGCCGCEECTGETATCAGTATTGCTCEEGCCRT TACCGTTCGTTCARCCCGARRRCCGECACC TATCGCEET TATGACGGTCGCGACCATT TCTECACGGCCARCTGA
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