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RESUMO 

No Brasil existem dez espécies e uma subespécie de moluscos do gênero 

Biomphalaria sendo três hospedeiras intermediárias do Schistosoma mansoni, B. 

glabrata, B. tenagophila e B. straminea. As espécies B. peregrina e B. amazonica 

são hospedeiras em potencial deste parasito. A identificação morfológica destes 

moluscos pode ser dificultada pela semelhança e extensa variação intraespecífica 

observada nos caracteres utilizados na identificação. Nestes casos, técnicas 

moleculares auxiliam a classificação. Estudos prévios utilizando a reação em cadeia 

da polimerase associada ao polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição 

(PCR-RFLP) detectaram três perfis distintos para B. amazonica. Além disso, outros 

autores observaram variação intraespecífica entre espécimes de B. amazonica do 

Brasil e da Bolívia a partir da análise de sequências das regiões ITS do rDNA e parte 

da região 16S do rDNA mitocondrial. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi 

verificar se as diferenças observadas correspondem às espécies B. amazonica e B. 

cousini. Neste estudo foram utilizadas populações de Biomphalaria oriundas do 

Brasil (Amazonas e Mato Grosso), Colômbia (Letícia) e Bolívia (Santa Cruz). Estes 

moluscos foram identificados morfologicamente e realizou-se a técnica da PCR-

RFLP. Em seguida as regiões 16S rDNAmt e ITS2 rDNA foram seqüenciadas, 

comparadas entre si e com sequencias de moluscos do gênero Biomphalaria, 

disponíveis no Genbank. Alem disso, experimentos de cruzamento foram realizados 

entre essas duas espécies para verificar a presença de híbridos e B. cousini foi 

submetida a experimentos de suscetibilidade ao S. mansoni. A morfologia dos 

exemplares da Bolívia e da Colômbia coincidiu com aquelas descritas para B. 

amazonica e B. cousini, respectivamente. Os exemplares do Brasil apresentaram 

morfologia predominantemente de B. amazonica. Os resultados da PCR-RFLP 

evidenciaram que os exemplares da Bolívia apresentaram perfil distinto daquele 

apresentado pelos exemplares da Colômbia e os exemplares do Brasil apresentaram 

três perfis diferentes: o boliviano, o colombiano e o híbrido, contendo a mistura dos 

fragmentos dos dois perfis anteriores. As análises filogenéticas mostraram que as 

populações com perfil colombiano formam um grupo distinto com valor significativo 

de bootstrap.  Além disso, B. cousini mostrou ser suscetível ao S. mansoni e o 

cruzamento entre as duas espécies mostrou que elas produzem híbridos. Esses 

resultados confirmam a ocorrência de B. cousini no Brasil e apontam para o risco de 

introdução da esquistossomose mansônica em novas áreas.
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ABSTRACT 

In Brazil, there are ten species and one sub-species of molluscs of the genus 

Biomphalaria, being three intermediate snail hosts of trematode Schistosoma 

mansoni, B. glabrata, B. tenagophila and B. straminea. The species B. peregrina and 

B. amazonica have been regarded as potential hosts of the parasite. The 

morphological identification of the snails of this genus can be difficult due the high 

similarity degree and large intraspecific variation observed in characters used in 

identification. In these cases, molecular techniques have been used to help the 

identification. Previous studies using the Polymerase Chain Reaction and Restriction 

Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) showed three variant molecular 

profiles to B. amazonica. In addition, other authors evidenced intraspecific variations 

in Brazilian specimens of B. amazonica snails and in one Bolivian specimen using 

sequence data of the regions ITS of rDNA and partial mitochondrial ribosomal 16S. In 

this context, the aim of the present work was to verify whether such differences would 

correspond to either B. amazonica or B. cousini. In this research, Biomphalaria snails 

from Brazil (Amazonas and Mato Grosso), Colombia (Leticia) and Bolivia (Santa 

Cruz) were used. These snails were identified morphologically and PCR-RFLP 

technique was carried out. Furthermore, the 16S of the rDNAmt and ITS2 of rDNA 

regions were sequenced to evaluate variations in such populations, comparing them 

with other species of the genus. Besides, crosses experiments were done between 

these two species, to verify if they would generate hybrids and, B. cousini snails were 

submitted to susceptibility experiments to S. mansoni.  Noteworthy, morphological 

data of Bolivian and Colombian specimens coincided with those for B. amazonica 

and B. cousini, respectively. Brazilian snail specimens predominantly showed the 

morphology described for B. amazonica. PCR-RFPL results evidenced that the 

Bolivian specimens showed a distinct profile when compared with that of Colombian 

specimens. Brazilian specimens exhibited three different profiles, the Bolivian, the 

Colombian and a hybrid with the mix of the fragments of two previous. Phylogenetic 

analyses showed that the populations with the Colombian profile were clustered 

together, which was supported by significant bootstrap values. Furthermore, B. 

cousini showed to be susceptible to S. mansoni and crosses between B. amazonica 

and B. cousini showed that they were able to generate hybrids. These results confirm 

the occurrence of B. cousini in Brazil and points to the risk of introduction of 

schistosomiasis mansoni into new areas. 
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1.1 Considerações gerais  

A esquistossomose é uma doença transmissível, parasitária, provocada pelo 

trematódeo do gênero Schistosoma (Trematoda: Schistosomatidae). No Brasil, a 

esquistossomose mansônica, cujo agente etiológico é Schistosoma mansoni 

(Sambon 1907), é endêmica em vasta extensão do território e considerada um grave 

problema de saúde pública, uma vez que provoca anualmente expressivo número de 

formas graves e óbitos. A presença do hospedeiro intermediário, moluscos do 

gênero Biomphalaria (Gastropoda: Planorbidae) constitui condição necessária e 

indispensável para que se desenvolva o ciclo do parasita. O estudo destes 

hospedeiros é importante para que se possa interpretar o papel que possuem na 

transmissão da doença e se possa orientar medidas de controle, adequadas a cada 

localidade, dirigidas aos caramujos. 

Estudos morfológicos de identificação de moluscos do gênero Biomphalaria 

com ênfase no sistema reprodutor são amplamente utilizados na diferenciação entre 

espécies. Esta diferenciação pode ser dificultada devido ás similaridades fenotípicas, 

tamanho dos exemplares e inadequados processos de fixação1.  

      Técnicas moleculares vêm amplamente sendo utilizadas como uma 

ferramenta auxiliar a morfologia para tentar resolver estes problemas. Com o 

objetivo de caracterizar espécies brasileiras do gênero Biomphalaria Vidigal et al.2 

utilizando a reação em cadeia da polimerase associada ao polimorfismo de tamanho 

de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) com a enzima DdeI, observaram três perfis 

distintos para B. amazonica oriundos de uma mesma localidade ou de localidades 

distintas (Figura 1). 
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FIGURA 1: Diagrama representativo dos perfis espécie-específicos das dez espécies e uma sub-

espécie brasileiras do gênero Biomphalaria. Bg: Biomphalaria glabrata, Btt: B. tenagophila 

tenagophila, Btg: B.t. guaibensis, Boc: B. occidentalis, Bk: B. kuhniana, Bs: B. straminea, Bi: B. 

intermedia, Bp: B. peregrina, Bo: B. oligoza, Bsch : B. schrammi, Ba: B. amazonica. Os valores à 

esquerda do gel correspondem ao peso molecular 2. 

Caldeira et al.3 utilizando um maior número de exemplares oriundos da 

Colômbia, Bolívia e Brasil previamente identificados como B. amazonica realizaram 

um estudo morfológico e molecular desses moluscos. Foram observados três perfis 

moleculares (Figura 2). Entretanto, a morfologia dos exemplares oriundos da Bolívia 

correspondia à descrição de Paraense 4 para B. amazonica e apresentava o perfil 

molecular com cinco fragmentos (Figura 2, canaleta 3). Os exemplares oriundos da 

Colômbia apresentaram morfologia igual à de B. cousini, descrita por Paraense 4 e 

perfil molecular de três fragmentos (Figura 2, canaletas 1 e 2). Enquanto os 

exemplares cujo perfil molecular de nove fragmentos incluíram os perfis 

“colombiano” e os “boliviano” (Figura 2, canaletas 5, 6 e 7) apresentaram morfologia 

predominantemente de B. amazonica e esporadicamente de B. cousini. A partir 

disso, foi sugerido que o perfil molecular de B. amazonica é o de cinco fragmentos, o 

de B. cousini três e o de nove correspondia a um híbrido destas duas espécies. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de restrição obtidos após 

digestão da região ITS do rDNA com a enzima DdeI de Biomphalaria oriundos de:. Canaletas 1-2: 

Letícia (Colômbia); 3: Santa Cruz (Bolívia); 4-6: Município de Barão de Melgaço/MT (Brasil); 7-13: 

Município de Careiro da Várzea/AM (Brasil); 14-16: Município de Manaus/AM (Brasil). Os valores à 

esquerda do gel correspondem ao peso molecular 3. 

Estudos das relações filogenéticas dos moluscos do gênero Biomphalaria 5-7 

também indicaram diferenças nas populações previamente identificadas como B. 

amazonica (Figuras 8, 9 e 10).  

1      2       3      4       5      6       7       8       9      10     11    12    13    14    15     16 

310 

72 

118 

194 

603 
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Em decorrência das variações observadas na morfologia, taxonomia molecular 

e filogenia das populações previamente identificadas como B. amazonica surgiu a 

necessidade de aprofundar os estudos dessas populações, abrangendo morfologia, 

relações filogenéticas com as outras espécies do gênero e o seu status de 

suscetibilidade. Principalmente porque B. cousini, foi relatada, até o momento, 

somente para o Equador, não havendo relato de sua presença fora deste país e o 

fato de B. amazonica ser hospedeira em potencial do Schistosoma mansoni. Assim 

se nossas especulações estiverem corretas a fauna planorbídica brasileira será 

acrescida de mais uma espécie. 

 

1.2 O Gênero Biomphalaria 
 Os moluscos do gênero Biomphalaria pertencem à família Planorbidae 

diferenciando-se dos demais por apresentarem concha discoidal em espiral plana 

(planispiral), com os lados aproximadamente paralelos, orifícios genitais localizados 

do lado esquerdo do corpo e os tentáculos finos e longos. O termo Biomphalaria vem 

do latim bis: duas vezes + do grego omphalos: umbigo, em referência ao 

aprofundamento do giro central dos dois lados da concha. A abertura da concha 

varia de acordo com a espécie e os giros são esculpidos apenas com estrias de 

crescimento 8.  

 No mundo existem 36 espécies e uma subespécie de moluscos do gênero 

Biomphalaria distribuídas na América do Sul, Caribe, América Central, sul dos 

Estados Unidos da América e diversas regiões da África. Dessas, nove espécies são 

consideradas suscetíveis, oito infectaram-se experimentalmente, nove são 

refratárias e as demais não foram estudadas quanto à suscetibilidade ao 

Schistosoma mansoni (tabela 1).  
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Tabela 1: Moluscos do gênero Biomphalaria, sua distribuição geográfica e suscetibilidade ao Schistosoma mansoni 

 

 
Suscetível = SUSC; Refratária = REF; Suscetível experimentalmente = SE; Sem informação = SI  9 modificado.    

Espécie Distribuição geográfica Suscetibilidade ao 
Schistosoma mansoni

B. glabrata  (Say, 1818) Antígua, Brasil, Curaçau, Dominica, Egito, Guadalupe, Guiana Francesa, Haiti, Ilhas Saint Kitts, Martinica, Montserrat, Nigéria, 
Porto Rico, República Dominicana, Saint Martin, Santa Lúcia, São Cristóvão, Suriname, Venezuela, Vieques 

SUSC 

B. pfeifferi  (Krauss, 1848)  Africa do Sul (localidade-tipo); Algeria, Angola, Botsuana, Camarões, Chade, Congo, Daomé (atual Benin), Etiópia, Gabão, 
Gâmbia, Gana, Guiné, Libéria, Líbia, Madagascar, Malaui, Moçambique, Nigéria, Quênia, República Centro-Africana, Rodésia, 

Senegal, Serra Leoa, Somália, Suazilândia, Sudão, Tanzânia, Transvaal, Uganda, Zaire, Zâmbia 

SUSC 

B. alexandrina  (Ehrenberg, 1831) Egito, Sudão SUSC 
B. sudanica  (Martens, 1870) Sudão, Uganda, Etiópia, Quênia, Tanzânia, Zaire, Zâmbia SUSC  
B. straminea  (Dunker, 1848) Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Brasil, Paraguai. Argentina, Dominica, Granada, Guadalupe, Martinica, 

República Dominicana, Trinidad, Uruguai, Costa Rica e China  
SUSC 

B. tenagophila  (Orbigny, 1835) Argentina, Paraguai, Uruguai, Brasil, Peru, Bolívia e República Democrática do Congo SUSC 
B. choanomphala  (Martens, 1879) Tanzânia, Uganda, Quênia SUSC 
B. camerunensis  (Boettger, 1941) Mongongo, Camarões, Gana, Nigéria, República Centro-Africana, Zaire SUSC 

B. prona    (Martens, 1873) Venezuela SUSC 
B. amazonica  Paraense, 1966  Brasil, Bolívia e Colômbia SE 
B. peregrina  (Orbigny, 1835) Equador, Bolívia, Chile, Brasil, Paraguai, Peru, Uruguai, Argentina e Colômbia SE 

B. aff. straminea  Paraense & Corrêa, 1989 Espinillar, Uruguai SE 
B. havanensis  (Pfeiffer, 1839) Haiti, Porto Rico (EUA), Cuba, Venezuela  SE 
B. helophila  (Orbigny, 1835) Peru, Cuba, Costa Rica, Guatemala, Belize, Haiti, México, Saint Thomas, Costa Rica, El Salvador, República Dominicana, Porto 

Rico, Barbados e Nicarágua 
SE 

B. stanleyi  (Smith, 1888) Congo, Uganda, Chade, Ruanda SE 
B. sericea  (Dunker, 1848) Equador SE 

B. smithi  Preston, 1910 Uganda SE 
B. obstructa (Morelet, 1849) Estados Unidos, México, Porto Rico, Guatemala, El Salvador, Belize e Cuba REF 

B. intermedia  Paraense & Deslandes, 1962 Brasil e Argentina REF 
B. occidentalis  Paraense, 1981 Brasil, Paraguai e Argentina REF 

B. oligoza  Paraense, 1974 Bolívia, Brasil e Argentina REF 
B. tenagophila guaibensis Paraense, 1984 Brasil, Uruguai e Argentina REF 

B. kuhniana  (Clessin, 1883)  Suriname, Brasil, Venezuela, Panamá e Colômbia REF 
B. schrammi  (Crosse, 1864)   Guiana Francesa, Guadalupe e Brasil REF 
B. orbignyi   Paraense, 1975 Argentina e Uruguai REF 
B. trigyra  (Philippi, 1869) Peru e Equador REF 

B. hermanni  (Boettger, 1910) Namíbia SI 
B. germaini  (Ranson, 1953) Argélia SI 

B. gaudi  (Ranson, 1953)  Dakar SI 
B. angulosa  Mandahl-Barth, 1957 Tanzânia, Malaui, Zâmbia SI 

B. temascalensis (Rangel-Ruiz, 1987) México SI 
B. subprona (Martens, 1899) México e Guatemala SI 
B. andecola   (Orbigny, 1835) Bolívia, Peru e Chile SI 
B. equatorial  (Cousin, 1887) Equador SI 
B. cousini   Paraense, 1966  Equador SI 

B. nicaraguana (Morelet, 1851) Nicarágua SI 
B. edisoni  Estrada et al., 2006 Colômbia SI 
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Destas, dez espécies e uma subespécie são encontradas no Brasil sendo 

elas: B. glabrata; B. tenagophila; B. straminea; B. peregrina; B. schrammi; B. 

kuhniana; B. intermedia; B. amazonica; B. oligoza; B. occidentalis e B. t. guaibensis. 

Destas somente B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila foram encontradas 

naturalmente infectadas pelo S. mansoni, enquanto, B. peregrina e B. amazonica 

foram infectadas experimentalmente em laboratório, sendo consideradas hospedeiro 

em potencial do parasito 10-11. 

 

1.2.1 Noções sobre a biologia dos moluscos do gênero 

Biomphalaria 

Moluscos do gênero Biomphalaria ocupam vastas áreas geográficas impedindo 

generalizações sobre a caracterização ecológica dos criadouros nessas diferentes 

áreas. Eles podem ser encontrados em uma grande variedade de habitats aquáticos 

como, por exemplo, pequenas coleções de água doce, naturais ou artificiais, com 

velocidade inferior a 30 cm/s, temperatura média entre 20˚C e 25˚C sendo seus ovos 

depositados sob folhagens aquáticas. Estes moluscos tendem a ocorrer em locais 

onde haja vegetais aquáticos, restos de animais e vegetais em decomposição, 

algas, bactérias e microorganismos presentes no limo que se formam nas 

superfícies cobertas pela água, pois tais substratos constituem sua fonte de 

alimento12. 

Fortes pressões do ambiente são constantes e por isso existem populações de 

moluscos adaptadas a diferentes condições ambientais podendo tolerar grandes 

variações nas características físicas, químicas e biológicas do ambiente em que 

vivem. Esses moluscos desenvolveram inúmeros mecanismos de sobrevivência e 

escape como a brusca parada no desenvolvimento, controlada por fatores internos, 

mesmo quando as condições do meio são favoráveis (diapausa), ou determinadas 

diretamente por condições desfavoráveis do meio (quiescência), manifestando-se na 

forma de estivação, no qual ocorre a parada do desenvolvimento induzida pela 

elevação da temperatura, ou pela hibernação onde ocorre o abaixamento da 

temperatura a um nível que faz cessar todo desenvolvimento. Além disso, estes 

moluscos são capazes de se enterrarem no solo dos ambientes aquáticos e fora 

deles, devido à formação de ambientes aquáticos temporários como poças d’água 

formadas por chuvas ou inundações que vão ressecando lentamente 12. Uma 

característica relevante desses caramujos é a sua habilidade de sobreviver fora da 
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água por períodos relativamente longos, resistência a dessecação, caso essa ocorra 

de forma lenta 13. Esta sobrevivência vai depender da capacidade do molusco em 

conservar recursos como água, oxigênio e energia e neutralizar os produtos tóxicos 

do metabolismo. Entretanto, se retirados da água e expostos a uma rápida 

dessecação, morrem em pouco tempo 14. A sobrevivência na natureza das 

bionfalárias não ultrapassa em geral um ano 12. Sua persistência nos focos decorre 

do ritmo de reprodução que depende por sua vez de diversos fatores ecológicos 

intrínsecos que influenciam a fecundidade, a postura e a viabilidade dos ovos.  

Os moluscos do gênero Biomphalaria são hermafroditas, mas observa-se tanto 

a autofecundação como a fecundação cruzada. A oviposição geralmente é noturna e 

os ovos apresentam-se envolvidos em cápsulas elástica, gelatinosa, resistente e 

transparente. Esta cápsula fica presa a um suporte, geralmente vegetação aquática, 

ou quaisquer superfícies sólidas submersas, inclusive a concha de outros caramujos. 

Cada cápsula ovígera libera em média de 20 a 100 ovos que dependendo da 

temperatura, demoram cerca de oito dias até eclodir o molusco 1, 12, 15. Segundo 

Paraense1, nas condições naturais existe preferência pela fecundação cruzada 

aumentando a variabilidade, enquanto a autofecundação só é utilizada em 

condições desfavoráveis, como por exemplo, em casos extremos onde populações 

são quase totalmente eliminadas sobrevivendo apenas um indivíduo. Neste caso a 

recolonização se dá através da autofecundação do único sobrevivente, efeito 

fundador, e desta maneira todas as características genéticas que formarão a 

estrutura genotípica da nova população estarão concentradas neste único indivíduo. 

Se este for portador de características hereditárias atípicas, estas poderão 

predominar na nova população. Este efeito fundador é uma explicação plausível 

para a alta variabilidade interpopulacional, a ponto de serem consideradas como 

espécies distintas, apesar de apresentarem baixa variabilidade intrapopulacional 1, 16-

20. A alta variabilidade interpopulacional ocorre devido ao baixo fluxo gênico entre as 

populações, o que faz com que elas se tornem bem diferentes umas das outras. A 

baixa variabilidade intrapopulacional deve-se talvez, às pressões ambientais que 

induzem a hibernação, a diapausa, a estivação ou o enterramento desses 

caramujos. No decorrer da formação da colônia a multiplicação dos descendentes 

ocorre por reprodução cruzada este fato explicaria a ocorrência de algumas colônias 

com características próprias e pequena variação individual1.  A figura 3 mostra um 

molusco do gênero Biomphalaria. 
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FIGURA 3: Molusco do gênero Biomphalaria com desova 21.  

1.2.2 Suscetibilidade dos moluscos do gênero Biomphalaria ao 

S. mansoni 

 A suscetibilidade dos moluscos do gênero Biomphalaria ao S. mansoni pode 

variar entre áreas geográficas 22-24, populações na mesma área, indivíduos dentro de 

uma mesma população e moluscos de diferentes idades 25-27. Algumas espécies de 

Biomphalaria têm apresentado variado grau de suscetibilidade à infecção por S. 

mansoni 11, 22-23, 28-29.  

 A suscetibilidade dos moluscos planorbídeos à infecção por S. mansoni é 

característica controlada geneticamente e herdável ao longo das gerações 25, 30-33. 

Segundo Lewis et al. 34, as interações parasito-hospedeiro são influenciadas por 

genes do molusco que controlam a suscetibilidade e genes do parasito que 

determinam a infectividade. Em estudos prévios Zanotti-Magalhães et al. 35 através 

do método de seleção genética utilizando o processo de autofecundação de 

progênies suscetíveis B. glabrata e B. tenagophila, paralelamente á passagem 

sucessiva do trematódeo em moluscos selecionados, mostraram crescentes taxas 

de infecção, evidenciando forte ajuste entre o trematódeo e os vetores. Boissier et al. 
36, utilizando o sistema B. glabrata - S. mansoni mostraram que a carga genética do 

hospedeiro intermediário B. glabrata pode influenciar na transmissão do parasita. 

Esta adaptação fisiológica entre o molusco e o parasito foi confirmada 
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experimentalmente por Zavodna et al. 37, utilizando novamente o sistema B. glabrata 

- S. mansoni.    

 Das três espécies hospedeiras naturais no Brasil B. glabrata é a mais 

importante, devido à sua ampla distribuição, alta suscetibilidade à infecção pelo S. 

mansoni, tanto natural quanto experimental 22, e altos índices de compatibilidade ao 

S. mansoni 38.  B. straminea possui importância na região nordeste do Brasil, onde, 

em algumas áreas, é a principal responsável pela transmissão da doença39. 

Paraense e Corrêa40 ressaltam a forma lenta, mas constante, pela qual a 

esquistossomose vem se expandindo no Brasil, em todas as direções, 

principalmente nas regiões sudeste e sul, e chamam atenção para o papel 

importante de B. tenagophila como vetor biológico nessas regiões. 

 B. amazonica e B. peregrina nunca foram encontradas naturalmente 

infectadas com S. mansoni, porém essas espécies mostraram-se suscetíveis sobre 

condições experimentais. Exemplares de B. amazonica de Careiro da Várzea (AM) 

mostraram ser altamente susceptíveis á infecção com duas cepas de S. mansoni 

(BH e SJ) com uma taxa de infecção de 48% e 73% respectivamente 10. Estudo 

realizado utilizando B. amazonica de Porto Velho (RO) mostrou um baixo grau de 

compatibilidade entre a população estudada e a cepa utilizada (SJ) com taxa de 

infecção de 3,5% 28. Fernandez e Thiengo 29 confirmaram este resultado quando, 

utilizando B. amazonica de Mato Grosso com três cepas de S. mansoni (BH, SJ e 

EC) observaram taxa de infecção de 3,79%, 13,63%, 9,09% respectivamente.  

 Exemplares de B. peregrina de Lapa (PR) mostraram ser altamente 

suscetíveis á infecção com a cepa (BH) de S. mansoni apresentando taxa de 

infecção de 45% 11.  No mesmo artigo, exemplares de B. peregrina do Equador 

mostraram ser susceptíveis á infecção com duas cepas de S. mansoni (BH e SJ) 

com uma taxa de infecção de 33% e 15% respectivamente.  

 

1.2.3 Identificação morfológica dos moluscos do gênero 

Biomphalaria 

A correta identificação dos planorbídeos do gênero Biomphalaria permite 

conhecer a fauna de moluscos de uma determinada região e detectar espécies 

presentes em áreas de transmissão da esquistossomose, bem como em áreas 

indenes, mas que em função da presença de espécies suscetíveis podem vir a se 
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tornar focos da esquistossomose. O método de identificação utilizado rotineiramente 

nos levantamentos malacológicos é o morfológico, devido ao baixo custo financeiro.  

  A identificação morfológica do gênero Biomphalaria baseia-se na comparação 

dos caracteres da concha, dos sistemas excretor e reprodutor feminino - masculino 4, 

8, 41-48. Entre os aspectos relacionados ao diagnóstico específico dos planorbídeos 

um dos mais importantes é a habilidade e especialização do investigador em 

dissecar os moluscos e caracterizar as espécies em função das diferenças 

morfológicas 8, 45-47. Entretanto, esta identificação às vezes é dificultada pela 

variação observada nos caracteres utilizados na identificação clássica e nos órgãos 

dotados de tecido muscular, devido ao seu estado de distensão no momento da 

fixação 8. A identificação morfológica também pode ser dificultada pelo pequeno 

tamanho de alguns exemplares de difícil dissecção e cujos caracteres morfológicos 

distintivos não são muito evidentes. Além disso, alguns planorbídeos como B. 

straminea, B. kuhniana e B. intermedia possuem diferenças morfológicas no 

aparelho reprodutor pouco características, dificultando a separação destas espécies. 

Diante da semelhança morfológica entre estas três espécies Paraense 47, propôs o 

seu agrupamento no complexo B. straminea. Este autor menciona que a separação 

de B. kuhniana e B. straminea não é fácil, sendo necessário o exame de um grande 

número de exemplares de ambas as espécies. Outros planorbídeos como B. 

tenagophila, B. t. guaibensis e B. occidentalis também possuem dificuldades na sua 

correta identificação. Spatz et al. 49 agrupou essas espécies no complexo B. 

tenagophila. O mesmo autor também reporta que B. t. guaibensis parece estar 

relacionada mais proximamente com B. occidentalis ao invés de B. tenagophila, 

dado observado posteriormente por Vidigal et al. 5 em estudo das relações 

filogenéticas dos moluscos brasileiros do gênero Biomphalaria.    

 Paraense 50 ressalta que em virtude de algumas espécies ocuparem ambientes 

diversificados elas apresentam uma grande variação morfológica interespecífica. Em 

relação às conchas, sabe-se que essas sofrem a ação do ambiente, estando 

também sujeitas a variações principalmente na coloração 51. Estas questões ilustram 

a importância da sistemática para o conhecimento desses planorbídeos e 

demonstram como os caracteres morfológicos relacionam as espécies entre si. 

Monis 52 enfatiza a importância da sistemática nas pesquisas em parasitologia como 

base de toda a biologia comparativa.  
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O alvo desta dissertação é a verificação da presença de B. cousini no Brasil. 

Em virtude de sua semelhança morfológica com B. amazonica, será detalhada a 

seguir as características dessas duas espécies. 

  

1.2.3.1 Identificação morfológica de Biomphalaria amazonica  
B. amazonica foi descrita por Paraense 4 em referência a sua localidade tipo: 

Igarapé da Cachoeirinha, Manaus, Amazonas. Curiosamente, nesta mesma 

publicação foi descrita outra espécie para as Américas, B. cousini (localidade tipo 

Santo Domingo de los Colorados de Pichincha, Equador) morfologicamente 

semelhante à B. amazonica.  

Conforme a descrição de Paraense 4 B. amazonica possui concha com 

tamanho máximo de 8 mm de diâmetro e 2,5 mm de largura. Possui cinco giros 

acentuadamente convexos nos dois lados, crescendo rapidamente em diâmetro e 

visíveis em ambos os lados, o central mais completamente a esquerda. O lado 

direito da concha é moderadamente côncavo enquanto o esquerdo é 

moderadamente plano. Apresenta sutura bem marcada em ambos os lados e 

abertura ovóide ou arredondada, freqüentemente defletida para a esquerda (Figura 

4).  

 
FIGURA 4: Concha de B. amazonica aumento 4x  4. 

A mandíbula é em formato de T como em outras espécies de Biomphalaria. 

Existem 105 a 111 fileiras de dentes com 4 a 5 laterais 2 a 3 intermediários e 13 a 19 

marginais. O manto possui manchas largas e escuras do lado direito e no teto da 

cavidade pulmonar onde elas tendem a se agrupar, e se tornam menores, mais 

claras e mais esparsas do lado esquerdo. A superfície ventral do tubo renal é lisa, 

sem crista e sem pigmentação. O ovoteste apresenta-se com 30 a 50 divertículos 

claviformes ou digitiformes, sendo quase todos lisos sem ramificações, arranjados 

em linhas transversais na porção cefálica e um após o outro na porção caudal. O 

oviduto é fino e ligeiramente enrugado na superfície. Sua porção cefálica final é 

expandida formando uma bolsa lisa. A vagina possui uma curta porção cilíndrica 

entre sua saída e a inserção do ducto da espermateca. A parede ventral da vagina é 
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expandida em bolsa bem delimitada, a espermateca é claviforme ou ovóide e tende 

a ser maior que a bainha do pênis e menor que o prepúcio. A parte do ducto 

feminino entre o meio da bolsa do oviduto e a saída da vagina é mais longa que o 

restante caudal do ducto que corresponde ao oviduto. Todo o ducto feminino, da 

saída da vagina até a encruzilhada genital é quase duas vezes mais longo que o 

complexo peniano. A próstata apresenta de 8 a 12 divertículos ordenados em 

fileiras, relativamente curtos e largos pouco ramificados. Seus ramos estendem um 

pouco lateralmente, e um mal sobrepõe o outro. A metade distal do vaso deferente é 

mais larga que a metade proximal, a bainha do pênis é aproximadamente mais curta 

que o prepúcio sendo sua porção média (bainha do pênis) aproximadamente do 

mesmo diâmetro que a porção mais larga do canal deferente. Inserção de apenas 

um músculo retrator principal na junção entre a bainha do pênis e o prepúcio e 

inserção dos músculos retratores acessórios na parede do prepúcio (Figura 5).  

 
FIGURA 5: Sistema genital de B. amazonica. Legenda: ca: carrefour, cc: canal coletor do ovoteste, 

ng: glândula nidamental, od: segmento proximal do ovispermiduto, od’: segmento distal do 

ovispermiduto, ot: ovoteste, ot’: ovoteste de espécime jovem, ov: oviduto, po: bolsa do oviduto, pp: 

prepúcio, pr: próstata, pr’: próstata de outro espécime, ps: bainha do pênis, rm: principal músculo 

retrator do complexo peniano, rm’: músculos retratores acessórios do  complexo peniano, sd: 

espermiduto, sp: espermateca, sv: vesícula seminal, ut: útero, va: vagina, vd: vaso deferente, vp: 

bolsa vaginal, vp’: bolsa vaginal vista pelo lado ventral 4.  
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 B. amazonica foi reportada para o Brasil nos Estados do Amazonas 4, Acre, 

Rondônia 53, Mato Grosso 28 e Mato Grosso do Sul 54; Bolívia 55 e Colômbia 56.  

Esta espécie nunca foi encontrada naturalmente infectada com S. mansoni, 

porém mostrou-se suscetível em condições experimentais podendo ser considerada 

um hospedeiro em potencial do parasito10, 28-29.  

 

1.2.3.2 Identificação morfológica de Biomphalaria cousini  
B. cousini foi descrita por Paraense 4 e sua localidade tipo é Santo Domingo de 

los Colorados de Pichincha, Equador.  

Segundo a descrição de Paraense 4 B. cousini possui concha com tamanho 

máximo de 7,6 mm de diâmetro e 2,9 mm de largura. Possui 4 a 5 cinco giros 

arredondados nos dois lados, crescendo rapidamente em diâmetro. Do lado 

esquerdo os giros são amplamente côncavos com suturas profundas e são mais 

planos do que os do lado direito que apresentam o giro mais interno delimitado por 

uma profunda sutura, e os demais giros são delimitados por estreitas suturas. A 

abertura é ovóide ou arredondada, freqüentemente defletida para a esquerda (Figura 

6). 

 
FIGURA 6: Concha de B.cousini  aumento 4x  4. 

A mandíbula é em formato de T como em outras espécies de Biomphalaria. 

Existem 120 a 156 fileiras de dentes com 5 a 7 laterais 2 a 4 intermediários e 15 a 21 

marginais. O Manto possui manchas largas e escuras do lado direito e no teto da 

cavidade pulmonar onde elas tendem a se agrupar, e se tornam menores, mais 

claras e mais esparsas do lado esquerdo. A superfície ventral do tubo renal é lisa, 

sem crista, e não apresenta pigmentação na porção caudal do tubo renal. O 

ovoteste apresenta-se com 15 a 25 divertículos claviformes, ovóides ou em forma de 

pêra arranjados em pares ou um após o outro, sem ramificação. O oviduto é fino e 

ligeiramente enrugado na superfície.  O oviduto e a glândula nidamental são 

comparativamente mais largo que em B. amazonica. A vagina apresenta uma porção 

cefálica dilatada separada da região caudal mais ou menos demarcada por uma 
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constrição. A porção caudal mostra uma elevação plana indicando a presença de 

uma bolsa muito pouco delimitada. O comprimento da área elevada corresponde, 

aproximadamente, a metade do ducto da espermateca. Em alguns exemplares não 

há elevação perceptível. A espermateca é claviforme e tende a ser maior que a 

bainha do pênis e quase do mesmo tamanho do prepúcio. Todo o ducto feminino, da 

saída da vagina até a encruzilhada genital é duas vezes e meia mais longa que o 

complexo peniano. A próstata apresenta de 5 a 10 divertículos ordenados em 

fileiras, apresentando ramificações e espaços entre eles. O último, e as vezes o 

penúltimo divertículo, são muito maiores que os restantes e pode alcançar o mesmo 

comprimento que toda a próstata medida entre a base do primeiro e do último 

divertículo. A metade distal do vaso deferente é aproximadamente da mesma largura 

que a metade proximal.  A bainha do pênis é aproximadamente mais curta que o 

prepúcio sendo sua porção média (bainha do pênis) com diâmetro maior do que a 

porção mais larga do canal deferente. Inserção de dois músculos retratores 

principais na junção entre a bainha do pênis e o prepúcio e inserção dos músculos 

retratores acessórios na parede do prepúcio (Figura 7).  

 

FIGURA 7: Sistema genital de B. cousini. Legenda: vs: porção cefálica dilatada da vagina 4. As 

demais legendas estão apresentadas na figura 4. 
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B. cousini foi reportada até o momento apenas para o Equador 4 e não possui 

nenhum relato quanto à suscetibilidade ao S. mansoni. 

 
1.2.3.3 Distinção morfológica de B. amazonica e B. cousini  
  A tabela 2 apresenta as principais diferenças morfológicas que distinguem B. 

amazonica e B. cousini segundo Paraense4. 

 

      Tabela 2: Caracteres diagnósticos que distinguem B. amazonica de B. cousini 

Caracteres 
diagnósticos B. amazonica B. cousini 

Forma da vagina 
cilíndrica bulbosa e constrita 

Presença de bolsa 
vaginal 

presente e bem desenvolvida 
mera elevação fortemente 

delimitada ao redor da 
superfície 

Forma dos divertículos 
prostáticos 

curtos e pouco subdivididos 
em ramos 

longos, numerosos e mais 
subdivididos em ramos 

Diâmetro da metade 
distal do vaso deferente 

muito mais largo que a metade 
proximal e quase tão largo 
quanto a bainha do pênis 

quase tão largo quanto a 
metade proximal e mais 

estreito que a bainha do pênis 

Divertículos do ovoteste 
(forma e quantidade) 

Claviformes ou digitiformes e 
numerosos 

Arredondados e bem menos 
numerosos 

 

1.3 Biologia Molecular 

 Em decorrência de toda essa diversidade morfológica e biológica, do gênero 

Biomphalaria, técnicas alternativas foram introduzidas no intuito de auxiliar a 

morfologia para uma correta identificação das espécies desse gênero e melhor 

compreender a variabilidade genética entre esses moluscos. Um avanço marcante 

foi a introdução de métodos moleculares. A sistemática molecular pode abordar 

diversos problemas que antes eram considerados insolúveis pela metodologia 

tradicional57. Monis52 reforça a importância dos métodos clássicos, entretanto sugere 

a utilização de ferramentas moleculares numa combinação dos métodos podendo 

produzir uma sistemática mais sólida.  

A escolha da região alvo do DNA é um ponto importante a ser considerado para 

uma correta identificação das espécies. Nesta dissertação, duas regiões do DNA 

foram estudadas: parte da região 16S do gene do RNA ribossomal mitocondrial e a 

região espaçadora transcrita interna (ITS) do DNA ribossomal. A utilização de duas 

regiões distintas de DNA objetivou dar mais consistência aos dados apresentados. 
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1.3.1 Região espaçadora transcrita interna do rDNA  

 O gene codificador do RNA ribossomal está presente em diversas cópias no 

genoma dos eucariotos 5, 58-61.  Este gene inclui repetições em tandem das regiões 

codificadoras que são as regiões 18S, 5.8S e 28S, separadas pelas regiões 

espaçadoras transcritas internas um e dois (ITS1 e ITS2) 62, 63.  

O RNA ribossomal é um componente essencial na fisiologia celular. As 

regiões codificadoras (genes) interagem com proteínas específicas para formar as 

sub-unidades dos ribossomos que atuam na síntese protéica. Em virtude dessa 

função vital, essas sequências são conservadas. Essa característica a torna atrativa 

para o estudo de relações filogenéticas nos grandes táxons 64-66. Por outro lado, as 

regiões espaçadoras transcritas internas por não serem codificadoras (são 

transcritas, mas não traduzidas e auxiliam na formação de subunidades do rDNA), 

apresentam maiores probabilidades de mutação sendo portanto, mais variáveis. 

Essa característica é apropriada para estimar relações nos níveis taxonômicos 

inferiores como gêneros e espécies 62, 67-68. As variações nas regiões espaçadoras 

têm sido utilizadas para identificar espécies ou cepas, sendo um bom marcador em 

estudos de genética de populações 69-71. As regiões ITS1 e ITS2 vêem sendo 

utilizadas no estudo de vários organismos entre os quais, helmintos 61, 72-73, 

mamíferos 74, protozoários 75, Anopheles 76, fungos 77-78, ácaros 79, plantas 80, e 

moluscos 2, 5, 49, 81-86. 

 

1.3.2 Gene 16S do rDNA mitocondrial 

 O gene 16S é um dos 37 genes codificados pelo DNA mitocondrial. Os genes 

12S e 16S codificam o RNA ribossomal mitocondrial. A região 12S codifica a 

subunidade menor e a 16S, a subunidade maior. A região 16S evolui mais 

lentamente que o DNA mitocondrial, provavelmente por atuar de forma crucial na 

síntese das proteínas mitocondriais, dessa maneira, suas sequências são ideais 

para estudos de diversidade interespecífica e para comparação de espécies 

próximas. Devido á sua ocorrência em todos os genomas mitocondriais e também 

pelo fato de possuir sequências e estruturas conservadas 87, o gene 16S tem sido 

bastante utilizado em análises filogenéticas de diversos grupos de animais 6, 88-90. 
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1.3.3 Taxonomia molecular dos moluscos brasileiros do gênero 

Biomphalaria  

 A taxonomia molecular não menospreza os dados morfológicos e tem sido 

utilizada como uma ferramenta auxiliar a morfologia quando esta não é suficiente 

para a identificação das espécies. Estudos que incorporam os dois tipos de análise 

podem gerar dados que permitem uma melhor compreensão e interpretação da 

diversidade biológica dos organismos.  

 Atualmente a taxonomia molecular dos moluscos brasileiros do gênero 

Biomphalaria é realizada através da técnica de PCR-RFLP (reação em cadeia da 

polimerase e polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição), utilizada por 

Saiki et al. 91 no mesmo artigo em que descreveu a PCR. Esta técnica baseia-se na 

amplificação pela PCR de qualquer região do DNA e a subseqüente digestão do 

fragmento amplificado com enzimas que cortam a fita dupla em sítios específicos de 

reconhecimento, denominados sítios de restrição.  

 Para a taxonomia molecular dos moluscos brasileiros do gênero Biomphalaria 

foi amplificada toda a região espaçadora transcrita interna (ITS) do rDNA Os 

iniciadores anelam-se nas regiões conservadas da porção final da subunidade 18S e 

na inicial da 28S gerando um fragmento de aproximadamente 1200 pares de base, 

seguido de digestão com a enzima DdeI. Vidigal et al. 2 estabeleceram um diagrama 

com os perfis espécie-específicos das 10 espécies e uma subespécie do gênero 

Biomphalaria existentes no Brasil (figura 1).  

1.4 Filogenia 

 A filogenia estuda a história, origem e evolução de cada grupo de organismos.  

O maior desafio para a sistemática é determinar a relação ancestral entre as 

espécies 92. A sistemática clássica possibilita a síntese de uma grande quantidade 

de informação (tais como características de morfologia externa, embriologia, 

fisiologia e comportamento) em árvores evolutivas. A filogenia clássica foi uma 

tentativa de determinar a relação entre os organismos através de medidas de 

similaridade considerando plesiomorfias e apomorfias igualmente informativas. A 

maioria das classificações tem sido feita baseadas apenas na anatomia e ou 

morfologia, porém, muitas vezes esses caracteres são insuficientes e taxonomistas 

acabam classificando as espécies erroneamente. Por causa disto acredita-se que 

muitas espécies estejam em sinonímia. Nos últimos 250 anos a sistemática tem sido 
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influenciada pela hierarquia taxonômica de Linnaeus, na qual o nível de espécie é o 

principal entre todas as categorias 93. 

 De acordo com Mayr 94 espécies são grupos de populações que se cruzam e 

produzem descendentes férteis e que são isolados reprodutivamente de outros 

grupos. Esta premissa atualmente é conhecida como conceito biológico de espécie. 

Apesar de ser amplamente aceito, muitos organismos fogem a esta regra e por 

causa disto conceitos alternativos têm surgido 95, porém eles só começaram a ser 

aceitos após a década de 70 com o conceito fenético de espécies 96. 

 A diversidade dos conceitos de espécie é baseada, em parte, nas diferentes 

propriedades biológicas apresentadas pelos organismos e nas exceções presentes 

em cada conceito, por exemplo, o conceito biológico de espécies enfatiza o 

isolamento reprodutivo 94, 97, o ecológico enfatiza a ocupação de diferentes nichos ou 

zonas adaptativas 98, o filogenético enfatiza a monofilia 99. Como consequência 

dessas diferenças, dependendo do conceito adotado, uma mesma espécie acaba 

sendo colocada em diferentes táxons. 

 A adoção de uma definição correta de espécie é ideal para o sucesso de uma 

pesquisa. Em moluscos do gênero Biomphalaria o conceito biológico é amplamente 

utilizado, uma vez que a dificuldade em se estabelecer a correta identificação dos 

exemplares baseados na morfologia tem levado ao uso de cruzamentos como 

ferramenta auxiliar nesta identificação dando ênfase no isolamento reprodutivo entre 

as espécies.  

Paraense 1 padronizou, para moluscos do gênero Biomphalaria, a utilização 

do fator albinismo (determinado por um par de alelos recessivos) como marcador 

genético em estudos de cruzamento. Isto é, um indivíduo albino produz apenas 

indivíduos albinos por autofecundação enquanto a produção de indivíduos 

pigmentados na descendência de um albino corresponde a um heterozigoto, cuja 

pigmentação decorre da dominância do alelo normal, indicando ocorrência de 

fecundação cruzada. Paraense 16 utilizou esta metodologia para verificar o valor 

taxonômico de um caractere morfológico, no caso a crista renal. Com os 

cruzamentos realizados, exemplares com e sem crista renal nunca produziram 

progênies híbrida. Baseando-se no conceito biológico de espécie, isto foi suficiente 

para considerar esses exemplares como espécies distintas. Da mesma maneira, 

Paraense e Deslandes 100 utilizaram esta metodologia para estudar planorbídeos do 

Estado de São Paulo. A identidade específica destes caramujos estava sujeita a 

muitas controvérsias e eles haviam sido classificados como cinco espécies 
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diferentes. Após os cruzamentos realizados verificou-se que todos eles eram apenas 

uma mesma espécie.  

 Outra ferramenta poderosa para estudar a relação entre as espécies é a 

filogenia molecular. Sendo uma das áreas da evolução molecular que gerou mais 

interesse nas últimas décadas, principalmente porque a análise filogenética por 

outros caminhos é muitas vezes de difícil acesso 101. Para estudos de reconstrução 

filogenética nenhuma outra técnica molecular, até o momento, é mais informativa 

que o sequenciamento nucleotídico. Em princípio, o uso de dados de sequências 

como caracteres para estudos filogenéticos é considerado muito simples 102. 

Segundo Swofford et al. 102, Pereira et al. 103 e Scheneider 104 os métodos de 

construção de árvores filogenéticas podem ser baseados em matrizes de distâncias 

ou em análises de estado de caráter. No primeiro caso estão os métodos de 

agrupamento de pares não ponderados, baseados na média aritmética (Unweighted 

pair group method with arithmetic means -UPGMA) e agrupamento de vizinhos (NJ- 

neighbor joining). No segundo caso estão os métodos da máxima parcimônia (MP- 

maximum parsimony); da máxima verossimilhança (ML- maximum likelihood) e da 

inferência Bayesiana (IB- bayesian inference).  

Será detalhado os conceitos dos métodos de inferência filogenética NJ, MP e 

ML por terem sido utilizados nesta dissertação. 

 O agrupamento de vizinhos (NJ) foi desenvolvido por Saitou e Nei 105 e é 

baseado no princípio da evolução mínima no qual através de algoritmos para 

calcular a distância genética entre os ramos encontra-se a árvore com a menor 

soma total de ramos 106. Este método remove a premissa que os dados sejam 

ultramétricos, ou seja, não assume que todos os caracteres evoluem de um 

ancestral comum a uma mesma taxa. 

 O método da máxima parcimônia (MP) é baseado na suposição de que a 

árvore mais provável é que requer o menor número de mudanças para explicar toda 

a variação observada na matriz de caracteres. Esse método utiliza o princípio da 

homologia, ou seja, se dois táxons compartilham uma característica é porque essa 

foi herdada do último ancestral comum a ambos. Ainda que a evolução possa não 

ser sempre estritamente parcimoniosa, o método assume que o critério da 

parcimônia determina o maior número de acertos da árvore verdadeira quando se 

minimiza o número de passos evolutivos aceitos na árvore 104. 

 O princípio básico da máxima verossimilhança (ML) consiste em estimar a 

probabilidade, com base em um determinado modelo, de um conjunto de dados 
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estar representando um processo que realmente ocorreu. O algoritmo da ML para 

construção de árvores filogenéticas foi desenvolvido por Felsenstein 107. Em termos 

de evolução de sequências de DNA, o método calcula a probabilidade de que 

aquelas sequências em estudo tenham sido geradas seguindo as premissas do 

modelo evolutivo escolhido. Nesse caso a topologia e o comprimento dos ramos de 

uma árvore são os parâmetros a serem estimados, dadas as sequências finais nas 

extremidades dos ramos. A probabilidade deve ser calculada para todas as 

topologias possíveis variando o tamanho dos ramos para um grupo de unidades 

taxonômicas operacionais (OTU) (espécies, gêneros, populações, genes ou 

qualquer outra unidade evolutiva). A árvore que apresentar a maior verossimilhança 

(probabilidade) é considerada a melhor estimativa da filogenia.  

 Além dos métodos de inferência filogenética, outra característica importante 

em sistemática filogenética são os grupos externos de comparação. A seleção dos 

grupos externos pode influenciar no comprimento e na ordem dos ramos e nas taxas 

de divergências 108-110. Os grupos externos são capazes de dar o sentido do tempo 

na análise de um grupo, o que acaba provendo a raiz da árvore filogenética que 

corresponde ao ancestral comum mais recente de todos os membros do grupo 

interno 111.  A escolha de um outgroup inadequado pode gerar erros na análise se 

este for muito distante do grupo em estudo. Esta escolha deve ser criteriosa, de 

modo a minimizar o impacto de longos ramos nas árvores, que podem alterar a 

relação entre os táxons. Após a construção das árvores é importante conhecer o 

grau de confiabilidade dos ramos reconstruídos. Um dos testes mais utilizados é o 

bootstrap 112. A base desse método consiste de uma simples reamostragem com 

reposição pseudoaleatória dos dados. Em cada reamostragem, o número total de 

dados amostrados mantém-se constante. Além disso, cada posição de nucleotídeo 

tem a mesma probabilidade de ser amostrada e, consequentemente, algumas serão 

contadas mais de uma vez enquanto outras não serão amostradas. A cada 

reamostragem uma árvore réplica é reconstruída. Essa técnica revela a consistência 

interna dos dados, ou seja, se a topologia muda muito conforme a reamostragem 

dos dados, o valor de “bootstrap” será menor e, portanto a árvore será menos 

confiável. Hillis e Bull 113 através de estudos de simulação propuseram um valor de 

70% de “bootstrap” como limiar de significância. Li 106 propôs um valor de “bootstrap” 

igual ou superior a 95% para que um agrupamento seja considerado como 

significativamente apoiado. 
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1.4.1 Inferências filogenéticas dos moluscos do gênero 

Biomphalaria 

Alguns estudos foram realizados para inferir a filogenia dos moluscos do 

gênero Biomphalaria utilizando-se dados de sequência de DNA. Vidigal et al. 5 

observaram uma variação intraespecífica em exemplares de B. amazonica a partir 

da análise de sequências utilizando a região ITS2 do rDNA das espécies brasileiras 

do gênero Biomphalaria (Figura 8).  

B . p e r  M G - 1

B . p e r  R S
B . p e r  M G - 2

B . o l i  S C

B . o l i  R S
B . s c h  M G - 1

B . s c h  M G - 2

B . g l  P A *

B . g l  R S - 1 *
B . g l  R S - 2 *

B . g l  V E N *

H . d u r y i  - 3
H . d u r y i  - 5

1 0 0
1 0 0

1 0 0

5 2

7 8

8 7

0 . 0 0 5  su b s t it u t io n s / p o s it io n

   N e ig h b o r - jo in in g  
 A d d it io n a l  T a x a

B . a  A M - 1
B . a  A M - 2

B . a  A M - 3
B . k u n  P A
B . k u n  V E N

B . s t r  S C *

B . te n  M G *
B . te n  R S *

B . te n  G O *
B . o c  M T
B . o c  M G

B . s tr  P A - 1 *
B . s t r  P A - 2 *

B . s tr  P A *
B . s tr  P I*

B . i n t  M G
B . i n t  S P - 1

B . i n t  S P - 2

1 0 0

1 0 0

9 5

6 1
8 2

9 5
7 9

7 8

5 8

6 3

5
3

8 7

8 7

9 8

9 3

6 5

9 9

8 7

 

Figura 8: Árvore filogenética Neighbor-Joining de espécies do gênero Biomphalaria utilizando-

se a região espaçadora transcrita interna dois (ITS2) do rDNA. Os * indicam as espécies hospedeiras 

naturais do S. mansoni. Valores de bootstrap maiores que 50% estão posicionados próximo de cada 

ramo 5. 

Dejong et al. 6 confirmaram esta variação intraespecífica entre dois exemplares 

de B. amazonica do Brasil e um da Bolívia, usando sequências nucleotídicas 

combinadas das regiões ITS1, ITS2 do rDNA e parte da região 16S do rDNA 

mitocondrial de 16 espécies latino americanas e 7 africanas. (figura 9).  
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Figura 9: Uma das 234 arvores geradas de Máxima Parcimônia para espécies do gênero 

Biomphalaria utilizando dados combinados das regiões espaçadoras transcritas interna um e dois 

(ITS1 e ITS2) do rDNA e parte da região 16S do rDNA mitocondrial. Valores de bootstrap maiores que 

50% estão posicionados próximo de cada ramo. Valores dentro dos quadrados mostram quantidade 

de nós presentes em mais de 50% de todas as arvores geradas 6. 

 

 Estrada et al. 7 enfatizaram esta variação intraespecífica entre dois exemplares 

de B. amazonica do Brasil e outro da Bolívia estudando as sequências nucleotídicas 

combinadas das regiões ITS1 e ITS2 de 14 espécies latino americanas (Figura 10). 
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Figura 10: Arvore consenso de Máxima Parcimônia para espécies do gênero Biomphalaria 

utilizando dados combinados das regiões ITS1 e ITS2 do rDNA . Valores de bootstrap maiores que 

50% estão posicionados próximo de cada ramo 7.  

 Estas análises de reconstrução filogenética indicam que existe variação entre 

as populações denominadas B. amazonica e novos estudos são necessários para o 

entendimento desta variabilidade. 
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2.1 Objetivo geral 

 Investigar a ocorrência de B. cousini no Brasil e sua suscetibilidade ao 

Schistosoma mansoni. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Identificar morfologicamente populações de Biomphalaria previamente 

identificadas como B. amazonica oriundas dos Estados do Amazonas e Mato 

Grosso (Brasil), Letícia (Colômbia) e Santa Cruz (Bolívia); 

 Obter o perfil espécie-específico das populações acima através da PCR- 

RFLP direcionada para a região ITS do rDNA com a endonuclease DdeI; 

  Comparar as sequências das mesmas populações citadas e compará-las 

com as sequências de outras espécies de Biomphalaria depositadas no Genbank 

através do sequenciamento dos nucleotídeos das regiões ITS2 do rDNA e parte 

da região16S do rDNA mitocondrial;  

   Inferir a relação filogenética dessas populações com as demais espécies do 

gênero; 

 Confirmar a presença de exemplares híbridos utilizando cruzamentos entre 

população de B. amazonica albina e B. cousini pigmentada;  

 Verificar o potencial de suscetibilidade de B. cousini através do desafio com 

miracídios de S. mansoni;  
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3.1 Identificação morfológica  

3.1.1 Amostras 

 Foram utilizados 33 exemplares de moluscos previamente identificados como 

B. amazonica e indicados na tabela abaixo. Estes moluscos pertencem ao acervo 

Laboratório de Helmintologia e Malacologia Médica (LHMM) do CPqRR. 

 

Tabela 3: Amostras utilizadas na identificação morfológica 

 
Amostra 

 
Origem geográfica 

Número de 
amostras 

População previamente identificada 
como B. amazonica 

Santa Cruz, Bolívia 7 

População previamente identificada 
como B. amazonica 

Letícia, Colômbia 8 

População previamente identificada 
como B. amazonica 

Barão de Melgaço, Mato 
Grosso, Brasil 

5 

População previamente identificada 
como B. amazonica 

Careiro do Castanho, 
Amazonas, Brasil 

7 

População previamente identificada 
como B. amazonica 

Benjamin Constant, 
Amazonas, Brasil 

6 

 

3.1.2 Metodologia 

 Os 33 exemplares utilizados foram dissecados e identificados 

morfologicamente segundo Paraense 4,8,46,47.  

 

3.2 PCR-RFLP 

3.2.1 Amostras 

Foram utilizados 33 exemplares de moluscos previamente identificados como 

B. amazonica e indicados na tabela 3.   

 

3.2.2 Metodologia 

3.2.2.1 Extração de DNA  

O DNA de alguns dos exemplares encontrava-se armazenado à -20º C no 

LHMM. O DNA das demais populações foi extraído com auxílio do “Kit Wizard” 

(Promega) a partir do fragmento da região cefalopodal do molusco. Inicialmente, 

foram adicionados 200µl de solução de lise nuclear com 1l de proteinase K 
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(20g/ml) ao fragmento de tecido, que foi incubado a 37oC por 16 horas. 

Posteriormente, foram adicionados 80l de solução de precipitação proteica®.  A 

suspensão foi agitada vigorosamente com auxílio do vortex por 20 segundos e em 

seguida centrifugada a 13.000 RPM por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido 

para um tubo contendo 200l de isopropanol, homogeneizado por inversão durante 

20 minutos e centrifugado a 13.000 RPM por 6 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi ressuspendido com 500l de etanol absoluto juntamente 

com 10l de acetato de sódio 3M ph 5.2 por 2 horas a -70 oC. Após este período o 

DNA foi lavado com 500l de etanol 70% e centrifugado a 13.000 RPM por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi reidratado com 25l de 

solução de re-hidratação® por 30 minutos a 37oC e armazenado a -20oC.  

 
3.2.2.2 PCR específico direcionado para a região ITS- rDNA 
 A amplificação da região espaçadora transcrita interna do DNA ribossomal 

(ITS-rDNA) foi realizada utilizando os iniciadores ETTS1 (5’-

TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) e ETTS2 (5'-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3') 
114, homólogos às extremidades conservadas das subunidades 28S  e 18S do gene 

do rRNA (Figura 11).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

           Iniciadores utilizados 

           Regiões conservadas  

                  Regiões espaçadoras transcritas internas 

FIGURA 11: Região espaçadora transcrita interna do rDNA e os iniciadores utilizados. 

 

 A PCR, com um volume total de 10 µl, consistiu de 1-10 ng de DNA alvo, 

tampão (50 mM  KCl, 10mM Tris-HCl, pH 8,5), 1,5 mM MgCl2, 200 µM de cada 

dNTP, 0,5 U de Taq-DNA polimerase (DNA polimerase termoestável da bactéria 

~ 600pb ~ 450pb 

18S 5.8S 28S 
ITS 1 ITS 2

ITS

ITS2F ETTS 2

ETTS 1 
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Thermus aquaticus) e 5,0 pmoles de cada iniciador. A reação foi coberta com uma 

gota de óleo mineral para evitar a evaporação e submetida aos ciclos de 

amplificação onde a desnaturação inicial foi feita por 3 minutos a 95ºC, seguida de 

32 ciclos: anelamento a 54ºC por 1 minuto, extensão a 72°C por 2 min e 

desnaturação a 95ºC por 45 segundos; e uma extensão final a 72ºC por 5 minutos.  

Todos os experimentos foram acrescidos de um controle negativo, sem 

adição de DNA. Três microlitros do produto de amplificação foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados pela prata para observação do 

perfil dos produtos de PCR. 

  

3.2.2.3 RFLP 
Os produtos de PCR direcionados para a região ITS foram diluídos em água, 

divididos em alíquotas de 10 µl e então digeridos separadamente com a 

endonuclease  DdeI (Promega).  A reação de digestão com volume total de 11,3µl 

consistiu de 0,3µl (10 a 12U) da enzima, 1 µl do respectivo tampão da enzima e 10µl 

do produto amplificado diluído. A digestão foi realizada a 37ºC por 3horas e 30 

minutos seguida de 80ºC por 20 minutos para desnaturação da enzima. Os produtos 

da digestão foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados 

pela prata para observação dos perfis de restrição obtidos. 

 

3.3 Sequenciamento e Filogenia 

3.3.1 Amostras 

Foram utilizados 69 exemplares de moluscos, sendo que de cada um foram 

obtidas seqüências nucleotídicas das regiões ITS2 rDNA e 16S rDNAmt, totalizando 

138 seqüências. Dessas, 69 foram geradas nesta dissertação e 69 obtidas do banco 

de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequencias das duas regiões 

foram analisadas combinadamente conforme descrito no item 3.3.2 desta 

dissertação totalizando 69 sequencias. A tabela 4 relaciona os exemplares utilizados 

nesta etapa, sua origem geográfica, quantidade de amostra, número de acesso de 

Genbank e sua codificação nas árvores filogenéticas.  
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Tabela 4: Amostras utilizadas nos estudos de filogenia 

Número de acesso 
Amostra 

Origem 
geográfica 

Número 
de 

amostras 16S ITS2 

Códigos utilizados 
nas árvores 
filogenéticas 

População previamente 
identificada como B. 

amazonica 

Santa Cruz, 
Bolívia 

7 
Sequenciado 

nesta 
dissertação 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 
5838 a 5844_SCrBO

População previamente 
identificada como B. 

amazonica 
Letícia, Colômbia 8 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

5501_LetCO 
5503_LetCO 

5506 a 5510_LetCO 
5515_LetCO 

População previamente 
identificada como B. 

amazonica 

Barão de 
Melgaço, Mato 
Grosso, Brasil 

5 
Sequenciado 

nesta 
dissertação 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

3960 a 3963_BarMe 
3965_BarMe 

População previamente 
identificada como B. 

amazonica 

Careiro do 
Castanho 

Amazonas, Brasil
7 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

4115_CarCa 
4117 a 4119_CarCa 

4262_CarCa 
4265 a 4266_CarCa 

População previamente 
identificada como B. 

amazonica 

Benjamin 
Constant 

Amazonas, Brasil
6 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 

3955 a 3959_BenCO
3128_BenCO 

Porto Velho 
Rondônia, Brasil 

1 AY030217 AY030385 BamazoAM_1 

B. amazonica Benjamin 
Constant 

Amazonas, Brasil
1 AY030216 AY030384 BamazoAM_2 

Karungu, Kenya 1 AY030200 AY030368 BsudanAF_2 
B. sudanica 

Lago Victoria, 
Mwanza, Tanzania

1 AY030201 AY030369 BsudanAF_1 

Yaounde, 
Cameroon 

1 AY030194 AY030362 BpfeffAF_2 
B. pfeifferi 

Mahazoa, 
Madagascar 

1 AY030196 AY030364 BpfeffAF_1 

Sangmelima, 
Cameroon 

1 AY030198 AY030366 BcamerAF_2 
B.camerunensis 

Yaounde, 
Cameroon 

1 AY030199 AY030367 BcamerAF_1 

AY030203 AY030371 BalexaAF_1 
B. alexandrina Gyza, Egito 2 

AY030204 AY030372 BalexaAF_2 

Jarabacoa, 
República 

Dominicana 
1 AY030206 AY030374 BglabrAM_2 

B. glabrata 
Salvador, Bahia, 

Brasil 
1 AY030208 AY030376 BglabrAM_1 

Assunção, 
Paraguai 

1 AY030219 AY030387 BtenagAM_2 
B. tenagophila 

Formosa, Goiás, 
Brasil 

1 AY030220 AY030388 BtenagAM_1 

San Antonio, 
Uruguai 

1 AY030231 AY030400 BperegAM_2 
B. peregrina 

Nova Lima, Minas 
Gerais Brasil 

1 AY030232 AY030401 BperegAM_1 

B. obstructa Mckinney Falls, 
Texas, USA 

1 AY030228 AY030397 BobstrAM_2 
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Ilha del Carmen, 
México 

1 AY030229 AY030398 BobstrAM_1 

Lago Valência, 
Venezuela 

1 AY030222 AY030390 BpronaAM_2 

B. prona Santa Cruz de 
Aragua, 

Venezuela 
1 AY030223 AY030391 BpronaAM_1 

Belém, Pará, 
Brasil 

1 AY030213 AY030381 BstramAM_2 

B. straminea São José do Rio 
Preto, São Paulo, 

Brasil 
1 AY030214 AY030382 BstramAM_1 

Roseau, 
Dominica 

1 AY030210 AY030378 BkuhniAM_2 

B. kuhniana 
Aragua, 

Venezuela 
1 AY030212 AY030380 BkuhniAM_1 

B. smithi 
Lago Edward, 

Uganda 
1 AY030205  AY030373 BsmithAF_1 

São Gabriel- Rio 
Grande do Sul- 

Brasil 
1 

Sequenciado 
nesta 

dissertação 
------------ 

B. oligoza 
Florianópolis, 

Santa Catarina, 
Brasil 

1 
 

------------ 
 

AF198679 

BoligoAM_1 

Pelotas, Rio 
Grande do Sul, 

Brasil 
1 

Sequenciado 
nesta 

dissertação
------------ 

B. t. guaibensis 
Guaiba,Rio 

Grande do Sul, 
Brasil 

1 ------------ AY425750 

BtguaiAM_1 

B. edisoni Cali, Colômbia 1 
Sequenciado 

nesta 
dissertação

AY364452  BedisoAM_1 

B. stanleyi 
Lago Albert, 

Uganda 
1 AY030197 AY030365 BstanlAF_1 

B.choanomphala 
Lago Victoria, 

Mwanza, 
Tanzania 

1 AY030202 AY030370 BchoanAF_1 

 B. schrammi 
Minas Gerais, 

Brasil 
1 AY030233 AY030402 BschraAM_1 

B. helophila Zapata, Cuba 1 AY030230 AY030399 BhelopAM_1 

B. temascalensis 
Temascal, 

Oaxaca, México 
1 AY030227 AY030396 BtemasAM_1 

B. occidentalis 
Caceres, Mato 
Grosso, Brasil 

1 AY030221 AY030389 BoccidAM_1 

B. intermedia 
Lago Itaipu, 

Limoy, Paraguai 
1 AY030215 AY030383 BinterAM_1 

Helisoma trivolvis 
Pennsylvania, 

USA 
1 AY030234 AY030403 Htrivolvis 
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3.3.2 Metodologia 

3.3.2.1 Amplificação do DNA 
 A amplificação da região espaçadora transcrita interna dois do gene do RNA 

ribossomal (ITS2-rDNA) foi realizada utilizando os iniciadores ETTS1 (5’- 

TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) 114 e ITS2F (5'-CGTCCGTCTGAGGGTCGGTTTGC-

3') 5, homólogos às extremidades conservadas das subunidades 28S e 5.8S do 

rDNA (Figura 11). A PCR, com um volume total de 10 µl, consistiu de 1-10 ng de 

DNA alvo, tampão (50 mM  KCl, 10mM Tris-HCl, pH 8,5), 1,5 mM MgCl2, 200 µM de 

cada dNTP, 0,5 U de Taq-DNA polimerase (DNA polimerase termoestável da 

bactéria Thermus aquaticus) e 5,0 pmoles de cada iniciador. A reação foi coberta 

com uma gota de óleo mineral para evitar a evaporação e submetida aos seguintes 

ciclos de amplificação: desnaturação inicial por 3 minutos a 95ºC, seguida de 32 

ciclos de anelamento a 60ºC por 1 minuto; extensão a 72°C por 2 min e 

desnaturação a 95ºC por 45 segundos; e uma extensão final a 72ºC por 5 minutos.  

A amplificação de parte da região 16S do rDNA mitocondrial foi  realizada 

utilizando os iniciadores: 16SMIT1 (5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) e 16SMIT2 

(foward 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) 115. A PCR, com um volume total de 

10µl, consistiu de 1-10 ng de DNA, tampão (50mM KCl, 10mM  Tris-HCl, pH 8,5), 1,5 

mM MgCl2, 200 m cada dNTP, 0.5 U de Taq DNA polymerase, 5,0 pmol de cada 

iniciador. A reação foi coberta com uma gota de óleo mineral para evitar a 

evaporação e submetido ao seguinte programa: um ciclo inicial de desnaturação a 

95ºC por 3 min, anelamento a 50ºC por 2 min e extensão a 72ºC por 1,5 min; 4 vezes 

o ciclo 93ºC por 15 s, 50ºC por 15 s, 72ºC por 1,5 min; 24 vezes o ciclo 93ºC por 5 s, 

50ºC por 8 s, 72ºC por 1 min 1 ciclo de 93ºC por 15 s, 50ºC por 1 min e uma extensão 

final a 72ºC por 10 minutos.  

Todos os experimentos foram acrescidos de um controle negativo, sem 

adição de DNA. Três microlitros do produto de amplificação foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1% e corados por brometo de etídio para observação 

do perfil dos produtos de PCR. 

 

3.3.2.2 Purificação do produto da PCR 

Após a eletroforese em gel do produto da PCR, os iniciadores e nucleotídeos 

foram removidos utilizando a enzima EXO/SAP (USB Corporation) conforme 

protocolo do fabricante. Foi utilizado 3µl da enzima juntamente com os 7µl 
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restantes do produto da PCR. A reação foi mantida a 37ºC por 45 min seguidos por 

15 min a 80ºC. O produto purificado foi mantido a 4ºC até a realização da reação 

de sequenciamento. 

 

3.3.2.3 Reação de Sequenciamento 

O sequenciamento das regiões ITS2-rDNA e parte da região 16S do rDNAmt 

foi feito em ambas as fitas, sendo a senso e anti-senso, obtidas dos produtos da 

PCR purificados anteriormente. A reação de sequenciamento foi realizada 

conforme descrito no protocolo do fabricante (Kit DYEnamic ET dye terminator 

MegaBace®, Amersham- UK limited, England). Nas reações de sequenciamento 

com volume final de 10µl foram utilizados 90ng de DNA, 5 pmoles de cada 

iniciador (já mencionados acima e variando de acordo com cada região que estava 

sendo sequenciada), e 4 µl do kit com dideoxinucleotídeos marcados com 

fluorocromos. A reação foi realizada de acordo com o seguinte programa: ciclo 

inicial de desnaturação a 95ºC por 25 seg, anelamento a 50ºC por 15 seg e 

extensão a 60ºC por 1 min; 30 vezes o ciclo 95ºC por 25 seg, 50ºC por 15 seg, 

60ºC por 1 min. Os produtos da reação de sequenciamento foram purificados por 

precipitação de acordo com o protocolo: a cada poço da placa de sequenciamento 

foi adicionado 1 µl de acetato de amônio® (Amersham- UK limited®, England) e 30 

µl de etanol absoluto (Merck, Brasil). A placa foi agitada com auxílio do vortex 

rapidamente e incubada por 20 min a temperatura ambiente e protegida da luz. Em 

seguida a placa foi centrifugada a 3.700 RPM por 45 min a 20ºC, o sobrenadante 

foi descartado e foram adicionados 100 µl de etanol 70%. A placa foi centrifugada 

a 3.700 RPM por 10 min a 20ºC. Novamente o sobrenadante foi descartado e a 

placa foi centrifugada invertida sobre papel absorvente por 1 seg a 800 RPM. A 

placa foi incubada novamente por 15 min protegida da luz para a total evaporação 

do etanol. Em seguida as amostras foram ressuspendidas em 10 µl de tampão de 

amostra® (Amersham- UK limited, England) e agitadas no vortex por 2 min. As 

placas foram colocadas no sequenciador automático MEGABACE 1000 DNA 

Analysis System (Amersham). De cada indivíduo e para cada região foram 

sequenciados no mínimo cinco sequências senso e cinco anti-senso para garantir 

a confiabilidade da sequência final. 
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3.3.2.4 Confirmação das sequências  

A confirmação das sequências como sendo da região alvo foi feita por busca 

por similaridade utilizando-se os parâmetros padrão do programa BLAST (Basic 

Local Alignment Tool) disponível no sítio www.ncbi.nhm.nih.gov, comparando-as 

com sequências de moluscos depositadas no GenBank . 

 

3.3.2.5 Análise das sequências 

3.3.2.5.1 O programa Phred-Phrap-Consed 

 O programa Phred 116 que consiste na leitura binária dos cromatogramas 

gerados pelo sequenciador transformou-os em formato de texto e atribuiu um valor 

de qualidade para cada base lida. Foi considerado para o agrupamento das 

sequências o valor de qualidade de phred >20. O programa Phrap 117, responsável 

pela montagem dos fragmentos de DNA sequenciados em regiões, gerou uma 

sequência consenso com base na sobreposição de sequências.  As sequências que 

não apresentaram homologia com nenhuma outra foram reunidas em um arquivo 

chamado de sequências únicas (singlets). O programa Consed 118 permitiu a 

visualização e edição das sequências geradas pelo Phrap. 

 

3.3.2.5.2 Alinhamento das sequências  

O alinhamento múltiplo das sequências consenso geradas, foi realizado 

utilizando o programa Muscle 119 que busca aperfeiçoar o alinhamento múltiplo pela 

pesquisa de um alinhamento que minimize globalmente as diferenças entre as 

sequências. Para garantir um alinhamento ótimo foi utilizado o programa trimAl 120, 

uma ferramenta para trimagem automática de sequências.  

 

3.3.2.5.3 Inferência filogenética  

 Os dados foram analisados de forma combinada utilizando-se o CONCAT 104. 

Os métodos de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining -NJ), máxima parcimônia 

(MP) e máxima verossimilhança (ML) foram utilizados para a reconstrução 

filogenética. Todas as análises foram feitas utilizando algorítmos proveniventes do 

Phylip – Phylogenetic Inference Package preparado para Windows (v. 3.68). Para a 

análise de distância a árvore NJ foi gerada utilizando o modelo Kimura-2 parâmetro, 

incluindo bootstrap de 1000 pseudo-replicações. A análise de MP foi realizada 

usando buscas heurísticas pelo modo de rearranjo dos ramos, incluindo bootstrap de 
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1000 pseudo-replicações. Esse método envolve a mudança de ramos para novas 

partes da árvore produzindo novas topologias. Nessa análise todos os caracteres 

eram sem raiz e sem peso e os espaços (gaps) introduzidos no processo de 

alinhamento foram tratados como erros de dados. A árvore de ML assume relativas 

probabilidades de mudança de caracteres usando um modelo evolucionário. O 

modelo escolhido neste estudo foi selecionado utilizando-se o programa Modeltest 

3.06 121. Neste programa estima-se uma árvore baseada no método NJ, e com esta 

árvore, valores de probabilidade são calculados para uma variedade de modelos de 

evolução que incorporam diferentes premissas sobre os tipos de mudanças 

envolvidas (por exemplo, se a freqüência de bases é igual ou não). Estes valores de 

probabilidades são então comparados utilizando-se um teste estatístico (likelihood 

ratio test) que seleciona o melhor valor de probabilidade para os dados em análise 

selecionando desta maneira o melhor modelo evolucionário para ser utilizado. A 

árvore ML foi construída incorporando o modelo de substituição de DNA, TVM+I+G 

(Transversion Model plus Gamma distributed rate plus proportion of invariable sites) 

incluindo bootstrap de 1000 pseudo-replicações. Assumiu-se que todos os 

caracteres evoluem com freqüências diferentes, sendo A=0.26239, C=0.19158, 

G=0.23802 e T=0.30801, que a taxa de transição/transversão é igual a 1.05, as 

taxas de transição iguais e as taxas de transversão diferentes, o parâmetro α 

estimado para a distribuição gamma para estes dados foi de α= 0.45 e a proporção 

de sítios invariáveis foi de 0.35. Em todas as análises, valores de bootstrap 

considerados significativos (robusto) foram acima de 70%, independente da 

repetição. Para determinar a polaridade da árvore resultante, Helisoma trivolvis foi 

incluída como grupo externo baseado na sua afinidade com o gênero Biomphalaria. 

 

3.4 Desafio com cepas de Schistosoma mansoni 

3.4.1 Amostras 

Os estudos de suscetibilidade ao S. mansoni foram realizados conforme protocolo 

descrito por Pellegrino e Katz 122 modificado por Jannotti-Passos et al. 123. Foram 

utilizados moluscos vivos mantidos no Moluscário Lobato Paraense do Centro de 

Pesquisas René Rachou/Fiocruz (CPqRR), identificados através de PCR-RFLP e 

indicados na tabela abaixo. 
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Tabela 5: Amostras utilizadas no teste de suscetibilidade 

Amostra Origem geográfica 
Número de 
amostras 

B. cousini 
Benjamin Constant, 
Amazonas, Brasil 

100 

B. glabrata 
Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil 
60 

 

3.4.2 Metodologia 

3.4.2.1 Obtenção da cepa LE de S. mansoni 
Foram utilizados camundongos Swiss webster machos e fêmeas, com 

aproximadamente 40 dias de vida, criados no biotério do CPqRR, os quais foram 

inoculados com quantidades diferentes de cercárias de S. mansoni da cepa LE 

(isolada de paciente residente em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e mantida em 

laboratório desde 1968). Estes camundongos foram sacrificados, e seus fígados 

triturados em liquidificador junto com solução salina a 0,85% por 1 min. Esta solução 

foi transferida para um cálice contendo gaze em sua abertura para a retenção de 

pedaços maiores de fígado e completou-se o volume total do cálice com solução 

salina a 0,85%. Esta solução ficou no escuro por 30 minutos e em seguida foram 

lavadas três vezes com água desclorada até a solução ficar limpa. Desprezou-se o 

sobrenadante e o sedimento contendo os ovos foi transferido para um balão 

volumétrico, pintado de preto de forma que apenas uma pequena parte do balão, 

abaixo da abertura, ficasse descoberta e em contato com a luz. Completou-se o 

volume com água desclorada a 28C e o balão foi exposto à luz artificial até a 

eclosão dos miracídios. Os miracídios migraram em direção a luz devido ao 

fototropismo positivo. 

 

3.4.2.2 Infecção dos moluscos 

Foram utilizados 90 exemplares de B. cousini provenientes de Benjamin 

Constant- AM. Estes moluscos foram expostos, individualmente, a oito miracídios 

de S. mansoni da cepa LE. Para este processo foram utilizadas placas de cultura 

de células, com tampa, com 24 divisões cilíndricas e com capacidade de 2,5 ml 

cada uma. Em cada divisão foi colocado um molusco, medindo de 4 a 5 mm de 

diâmetro e adicionado uma alíquota de água desclorada contendo oito miracídios.  
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Os moluscos permaneceram em contato com os miracídios durante 4 horas sob 

luz artificial. Posteriormente, foram transferidos para aquários contendo sistema 

de água corrente e temperatura de 27±1°C. Como controle da infecção foi 

utilizado 50 exemplares de B. glabrata provenientes da região do Barreiro (Belo 

Horizonte - MG) mantidas no moluscário “Lobato Paraense” infectados com dez 

miracídios por molusco. Como controle de mortalidade foi utilizado 10 moluscos 

de cada espécie, mesmas localidades e mesmos diâmetros, não infectados. 

(Tabela 6). 

Tabela 6: Infecção individual de moluscos Biomphalaria com S. mansoni – Cepa LE 

 
Molusco 

 

Número de moluscos 
expostos 

Diametro 
(mm) 

Número de 
miracídios/molusco 

B. cousini 90 4-5 8 

B. cousini 
(Controle) 

10 4-5 - 

B. glabrata 50 6-8 10 

B. glabrata 
(Controle) 

10 6-8 - 

 

3.4.2.3 Exame dos moluscos 

  Exames por exposição à luz artificial foram realizados semanalmente após 30 

dias da infecção durante um período de 80 dias para verificar a presença de 

cercárias de S. mansoni. Os moluscos foram colocados, individualmente, em 

recipientes de vidro contendo água desclorada aquecida a 28°C, e expostos à luz 

artificial por 30 a 40 minutos. Decorrido esse período, os moluscos foram 

examinados com o auxílio de microscópio estereoscópico, para verificar a 

presença de cercárias. A taxa de infecção foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: 

 

 

3.5 Verificação da presença de híbridos por cruzamento 

3.5.1 Amostras 
Foram utilizados 32 moluscos vivos mantidos no Moluscário Lobato Paraense do 

Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (CPqRR), identificados através de 

PCR-RFLP e indicados na tabela abaixo. 

Taxa de infecção = 
100 x n° de moluscos positivos 

Total de moluscos examinados 
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Tabela 7: Amostras utilizadas para verificação da presença de híbridos 

Amostra 
 

Origem geográfica 
 

Número de 
amostras 

B. cousini 
Benjamin Constant, 
Amazonas, Brasil 

11 

B. amazonica 
Careiro do Castanho, 

Amazonas, Brasil 
11 

Descendentes do cruzamento 
realizado entre as espécies 

acima 
---------------------- 10 

 

3.5.2 Metodologia 
 Dois moluscos adultos B. amazonica e B. cousini do moluscário “Lobato 

Paraense”, identificados previamente através de PCR-RFLP, foram separados 

individualmente até desovarem.  Após eclosão, 10 exemplares da geração F1 de 

cada espécie foram mantidos individualizados até alcançarem o diâmetro de 4 

mm. Estes exemplares foram anestesiados com solução de hypnol 

(C11H18N2O3) por 2 horas, em seguida, um dos tentáculos de cada molusco foi 

retirado com auxílio de tesoura e submetido a extração de DNA, seguida da PCR-

RFLP,  para obtenção dos perfis moleculares de cada molusco. Destes dez 

moluscos identificados de cada espécie foi selecionado um exemplar albino de B. 

amazonica e um exemplar pigmentado de B. cousini, para realizar o cruzamento e 

verificar o perfil molecular dos descendentes. Estes caramujos ficaram em um 

mesmo recipiente por uma semana e após esse período, foram separados. 

Diariamente, o recipiente contendo o molusco albino foi observado para 

verificação da presença de desova. As desovas foram retiradas desse recipiente e 

observadas por até sete dias após a postura. Todos os dias, cada desova era 

analisada em microscópio estereoscópico, para a observação da região ocular. A 

presença de mancha ocular nesta região significava o sucesso do cruzamento, 

isto é, havia filhotes pigmentados oriundos de parental albino. Desses, dez 

filhotes foram individualizados, até atingirem o diâmetro de 5mm.  Estes filhotes 

tiveram um de seus tentáculos retirado para a extração de DNA e seus perfis 

moleculares foram identificados através da PCR- RFLP conforme já descrito. 

Como controle foi utilizado DNA de B. amazonica, B. cousini e de um híbrido. 
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4.1 Identificação morfológica 

 Os moluscos foram identificados morfologicamente segundo Paraense 4, 8, 46-

47. A morfologia dos exemplares que apresentaram o perfil colombiano na PCR-

RFLP (três fragmentos) coincidiu com a morfologia descrita para B. cousini. Os 

exemplares com perfil boliviano na PCR-RFLP (cinco fragmentos) coincidiram com a 

descrição morfológica para B. amazonica. Os exemplares cujo perfil molecular era 

de híbrido na PCR-RFLP (figura 12, canaletas 3-5 e 27), possuíam caracteres 

morfológicos predominantemente de B. amazonica, esporadicamente de B. cousini e 

alguns apresentaram formas intermediárias. A tabela 8 mostra as principais 

características anatômicas verificadas nos exemplares analisados nesta dissertação. 

 

Tabela 8: Características da anatomia de B. amazonica, B. cousini e híbridos. 

Molusco Bolsa da Vagina Divertículos do 
Ovoteste 

Divertículos da 
Próstata 

Complexo 
peniano 

B. amazonica 

  

B. cousini 

  

A 
3957 

------------ B. cousini B. amazonica B. amazonica 

B 
3958 

B. amazonica B. cousini B. amazonica B. amazonica 

C 
3959 

B. amazonica e 
B. cousini 

B. amazonica ------------ B. amazonica 

híbridos 

D 
3960 

B. cousini B. amazonica B. cousini B. amazonica 

 

Legenda: cc: canal coletor do ovoteste, ot: ovoteste, ot’: ovoteste de espécime jovem, pp: prepúcio, 

pr: próstata, pr’: próstata de outro espécime, ps: bainha do pênis, rm: principal músculo retrator do 

complexo peniano, rm’: músculos retratores acessórios do  complexo peniano, sp: espermateca, ut: 

útero, va: vagina, vd: vaso deferente, vp: bolsa vaginal, vp’: bolsa vaginal vista pelo lado ventral, vs: 

porção cefálica dilatada da vagina 4.  
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4.2 PCR-RFLP 

4.2.1 Amplificação da região ITS- rDNA 

 A amplificação da região espaçadora transcrita interna do gene do RNA 

ribossomal (ITS-rDNA) utilizando os iniciadores ETTS1 e ETTS2 114 gerou 

fragmentos de aproximadamente 1200 pares de bases para todas as espécies 

analisadas (dados não mostrados).  

 

4.2.2 Produção dos perfis de restrição da região ITS-rDNA  

 A enzima DdeI gerou um perfil igual para todas as amostras da Colômbia 

(Figura 12 canaletas 15-22), com fragmentos de aproximadamente 490, 430 e 320 

pb e nesta dissertação denominado de perfil colombiano. As amostras da Bolívia 

(Figura 12 canaletas 28-34) também apresentaram perfis iguais entre si, com 

fragmentos de aproximadamente 490, 320, 200, 120 e 110 pb, nesta dissertação 

denominados de perfil boliviano. Por outro lado, as amostras do Brasil apresentaram 

três perfis diferentes para amostras de uma mesma localidade. As amostras de 

Benjamin Constant (Figura 12 canaletas 2-7) e de Barão de Melgaço (Figura 12 

canaletas 23-27) apresentaram o perfil colombiano (caneletas 2, 6 e 24), o boliviano 

(canaletas 7, 23, 25 e 26) e um terceiro perfil (canaletas 3-5 e 27), com todos os 

fragmentos anteriores,  denominado de perfil híbrido. As amostras de Careiro do 

Castanho (Figura 12 canaletas 8-14) apresentaram apenas o perfil boliviano.  

 
FIGURA 12: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de PCR-RFLP obtidos pela digestão da 

região ITS do rDNA com DdeI de moluscos do gênero Biomphalaria oriundos de: Canaletas 2-7:  

Benjamin Constant/AM (Brasil); 8-14: Careiro do Castanho/AM (Brasil); 15-22: Leticia (Colômbia); 23-

27: Barão de Melgaço/MT (Brasil); 28-34:  Santa Cruz (Bolívia). A canaleta 1 mostra o padrão de 

peso molecular phiX 174 digerido com HaeIII. Valores a esquerda do gel correspondem ao peso 

molecular. 
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4.3 Sequenciamento e Filogenia 

4.3.1 Amplificação da região ITS2- rDNA  

 A amplificação da região espaçadora transcrita interna dois do DNA 

ribossomal (ITS2-rDNA) utilizando os iniciadores ETTS1 114 e ITS2F 5 gerou 

fragmentos de aproximadamente 500 pares de bases para todas os exemplares 

analisados. O fragmento presente abaixo deste, corresponde a resíduos da reação 

de PCR (Figura 13).  

 

 
Figura 13: Gel de agarose 1% mostrando a amplificação da região ITS2 do rDNA de moluscos do 

gênero Biomphalaria oriundos de: Canaletas 3-8:  Benjamin Constant/AM (Brasil); 9-16: Careiro do 

Castanho/AM (Brasil); 17-22: Barão de Melgaço/MT (Brasil);  23-29: Santa Cruz (Bolívia); 30-39: 

Leticia (Colômbia). A canaleta 1 mostra o padrão de peso molecular phiX 174 digerido com HaeIII. A 

canaleta 2 mostra um controle sem DNA. Valores a esquerda do gel correspondem ao peso 

molecular. 

 

4.3.2 Amplificação de parte da região 16S do rDNAmt  

 A amplificação de parte da região 16S do rDNAmt  utilizando os iniciadores 

16SMIT1 e 16SMIT2 115 gerou fragmentos de aproximadamente 450 pares de bases 

para todas as espécies analisadas (Figura 14).  

 

Figura 14: Gel de agarose 1% mostrando a amplificação de parte da região 16S do rDNAmt de 

moluscos do gênero Biomphalaria oriundos de: Canaletas 3-8:  Benjamin Constant/AM (Brasil); 9-16: 

Careiro do Castanho/AM (Brasil); 17-22: Barão de Melgaço/MT (Brasil);  23-29: Santa Cruz (Bolívia); 

30-39: Leticia (Colômbia). A canaleta 1 mostra o padrão de peso molecular phiX 174 digerido com 

HaeIII. A canaleta 2 mostra um controle sem DNA. Valores a esquerda do gel correspondem ao peso 

molecular. 
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4.3.3 Purificação e sequenciamento  

 As sequências de nucleotídeos foram obtidas diretamente do produto de PCR 

purificado. Essas sequências foram similares às disponíveis no Genbank de parte da 

região 16S do rDNA mitocondrial (AY030217) e da região ITS2 do rDNA (AY030385) 

de moluscos B. amazonica. 

 

4.3.4 Análise das sequencias 

 As sequencias obtidas foram analisadas no programa Phred-Phrap-consed 
116-118 para verificação da qualidade das mesmas. Esta análise gerou uma sequência 

consenso para cada indivíduo, que foram alinhadas utilizando-se o programa Muscle 
119. Para garantir um alinhamento ótimo foi utilizado o programa de trimagem 

automática de sequencias TrimAl 120.  

 Para inferência filogenética, os alinhamentos obtidos das duas regiões em 

estudo foram concatenados utilizando-se o CONCAT 104 cujo tamanho final foi de 

783 nucleotídeos. O alinhamento dos nucleotídeos concatenados dos 69 exemplares 

encontra-se no anexo 1. Todas as análises foram feitas usando algorítmos 

provenientes do Phylip – Phylogenetic Inference Package preparado para Windows 

(v. 3.68).  

O método de agrupamento de vizinhos - neighbor-joining (NJ) foi utilizado 

usando para cálculo da distância genética o modelo Kimura-2 parâmetro, incluindo 

“bootstrap” de 1000 pseudo-replicações. 

 Em todas as árvores observou-se um grupo basal constituído por B. 

schrammi, B. peregrina, B. oligoza e B. helophila e pelo outgroup Helisoma trivolvis.  

A topologia da árvore de NJ mostra a formação de dois grandes grupos 

suportados por bootstrap de 85%: I) B. obstructa e B. temascalensis; II) todas as 

outras espécies estudadas, que se subdividiu em dois grupos suportado por 

bootstrap de 70%: II.1) B. glabrata, B. alexandrina, B. choanophala, B. sudanica, B. 

camerunensis, B. pfeifferii, B.smithy e B.stanley; II.2) todas as outras espécies 

estudadas, que subdividiram-se em dois grupos com valor de bootstrap 82%: II.2.1) 

B. tenagophila, B. occidentalis e B.t.guaibensis; II.2.2) todas as outras espécies 

estudadas, que  subdividiram-se em dois grupos com valor de bootstrap 62%: 

II.2.2.1) B. prona e B. edisoni; II.2.2.2) as demais espécies, que  subdividiram-se em 

dois grupos com valor de bootstrap de 78%: II.2.2.2.1) B. straminea, B. kuhniana e 

B. intermedia; II.2.2.2.2) as amostras alvo deste estudo. Este último grupo por ser 
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constituído de espécies muito próximas, representadas pelos baixos valores de 

bootstrap, foi se subdividindo em diferentes e numerosos ramos. Interessante 

observar que os exemplares que tiveram o perfil colombiano na PCR-RFLP 

agruparam-se em um único ramo isolado (quadrado laranja) suportado pelo valor de 

bootstrap de 70%. Os exemplares com perfil boliviano na PCR-RFLP agruparam-se 

com exemplares de B. amazonica cuja sequência nucleotídica foi obtida do 

GenBank, mas nenhum agrupou com os exemplares do perfil colombiano. Enquanto 

os exemplares com perfil híbrido (asterisco) agruparam-se tanto nos ramos dos 

exemplares com perfil boliviano, quanto nos ramos com os exemplares de perfil 

colombiano. A figura 15 mostra a árvore gerada pelo método NJ. 
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Figura 15: Árvore gerada pelo método de distância NJ utilizando-se dados combinados das regiões 

ITS2 do rDNA e parte da região 16S do rDNAmt. Uma numeração e uma abreviação das localidades 

foram utilizadas para distinguir os exemplares. Valores de bootstrap maiores que 50% estão 

posicionados próximos a cada nó. Espécies Americanas e Africanas estão representadas por AM e 

AF no final de cada nome, respectivamente. Espécies acompanhadas de (*) representam indivíduos 

cujo perfil de PCR-RFLP era híbrido. 

 

 A análise de MP utilizando-se a busca heurística pelo modo de rearranjo dos 

ramos resultou em diversas árvores mais parcimoniosas e a árvore consenso foi 

gerada através do método majority rule consense. Dos 783 nucleotídeos analisados 

168 foram parcimoniosos e 615 não foram informativos. A topologia da árvore de MP 

mostra a formação de dois grandes grupos suportados por bootstrap de 72%: I) B. 

glabrata, B. alexandrina, B. choanophala, B. sudanica, B. camerunensis, B. pfeifferii, 

B. smithy e B.stanley; II) as demais espécies estudadas, que se subdividiram-se em 

dois grupos com valor de bootstrap de 52%: II.1) B. obstructa e B. temascalensis; 

II.2) todas as outras espécies estudadas, que subdividiram-se em dois grupos com 

valor de bootstrap de 62%:  II.2.1) B. tenagophila, B. occidentalis e B.t.guaibensis 

em um ramo e em outro B. prona e B. edisoni; II.2.2) todas as outras espécies 

estudadas, que  subdividiram-se em II.2.2.1) B. straminea, B. kuhniana e B. 

intermedia; II.2.2.2) as amostras alvo deste estudo. Este último grupo por ser 

constituído de espécies muito próximas, representado pelos valores baixos de 

bootstrap, foi se subdividindo em diferentes e numerosos ramos. Interessante 

observar que os exemplares que tiveram o perfil colombiano na PCR-RFLP 

agruparam-se em um único ramo isolado (quadrado laranja) suportado pelo valor de 

bootstrap de 65%. Os exemplares que tiveram perfil boliviano na PCR-RFLP 

agruparam-se com exemplares de B. amazonica cuja sequencia nucleotídica foi 

obtida do GenBank, mas nenhum agrupou com os exemplares do perfil colombiano. 

Enquanto os exemplares que tiveram perfil híbrido (asterisco) agruparam-se tanto 

nos ramos dos exemplares com perfil boliviano, como nos ramos com os exemplares 

de perfil colombiano. A figura 16 mostra a árvore gerada pelo método MP. 
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Figura 16: Árvore gerada pelo método MP utilizando-se dados combinados das regiões ITS2 do 

rDNA e parte da região 16S do rDNAmt. Uma numeração e uma abreviação das localidades foram 

utilizadas para distinguir os exemplares alvos do estudo. Valores de bootstrap maiores que 50% estão 

posicionados próximos a cada nó. Espécies Americanas e Africanas estão representadas por AM e 

AF no final de cada nome, respectivamente. Espécies acompanhadas de (*) representam indivíduos 

cujo perfil de PCR-RFLP era híbrido. 
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A análise de ML foi realizada utilizando-se o modelo evolucionário TVM+I+G 

resultou em diversas árvores e a árvore consenso gerada através do método 

majority rule consense foi analisada. A topologia da árvore de ML mostra a formação 

de dois grandes grupos: I) B. obstructa e B. temascalensis; II) as demais espécies 

estudadas, que subdividiram-se em dois grupos: II.1) B. glabrata, B. alexandrina, B. 

choanophala, B. sudanica, B. camerunensis, B. pfeifferii, B. smithy e B.stanley; II.2) 

todas as outras espécies estudadas. Esse grupo subdividiu-se em dois grupos com 

valor de bootstrap 66%: II.2.1) B. tenagophila, B. occidentalis e B.t.guaibensis em um 

ramo e em outro B. prona e B. edisoni; II.2.2) todas as outras espécies estudadas, 

que  subdividiram-se em dois grupos com valor de bootstrap 50%: II.2.2.1) B. 

straminea, B. kuhniana e B. intermedia; II.2.2.2) as amostras alvo deste estudo. Este 

último grupo por ser constituído de espécies muito próximas, representadas pelos 

baixos valores de bootstrap, foi se subdividindo em diferentes e numerosos ramos. 

Interessante observar que os exemplares que tiveram o perfil colombiano na PCR-

RFLP agruparam-se em um único ramo isolado (quadrado laranja) suportado pelo 

valor de bootstrap de 78%. Os exemplares com perfil boliviano na PCR-RFLP 

agruparam-se com exemplares de B. amazonica cuja sequencia nucleotídica foi 

obtida do GenBank, mas nenhum agrupou com os exemplares do perfil colombiano. 

Enquanto os exemplares que tiveram perfil híbrido (asterisco) agruparam-se tanto 

nos ramos dos exemplares com perfil boliviano, como nos ramos com os exemplares 

de perfil colombiano. A figura 17 mostra a árvore gerada pelo método ML. 
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Figura 17: Árvore gerada pelo método ML utilizando-se dados combinados das regiões ITS2 do rDNA 

e parte da região 16S do rDNAmt. Uma numeração e uma abreviação das localidades foram 

utilizadas para distinguir os exemplares alvos do estudo. Valores de bootstrap maiores que 50% estão 

posicionados próximos a cada nó. Espécies Americanas e Africanas estão representadas por AM e 

AF no final de cada nome, respectivamente. Espécies acompanhadas de (*) representam indivíduos 

cujo perfil de PCR-RFLP era híbrido. 
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4.4Desafio com cepa de Schistosoma mansoni 

4.4.1 Infecção dos moluscos 

Os moluscos utilizados no experimento de suscetibilidade apresentaram uma 

taxa de infecção de 31,6%, porém 71 (80,7%) morreram ao longo da infecção. Esta 

mortalidade também foi observada nos caramujos sem infecção das duas espécies 

utilizadas como controle. Nos caramujos B. glabrata utilizados como controle da 

infecção, todos se infectaram (100%) e não houve mortalidade. A tabela 10 mostra o 

resultado dos moluscos expostos aos miracídios de S. mansoni.  

 

Tabela 9: Resultado da infecção dos moluscos com a cepa LE de S. mansoni 

  
Número de 
moluscos 

   
Espécie do 

molusco  
utilizados 

 
expostos 

 
vivos 

 
mortos 

 
infectados 

 
Período 

prepatente 
(dias) 

 
Taxa de 

infecção (%)

B. cousini 90 90 
 

19 
 

 
71(78,9 %)

 
6 37 a 67 31,6% 

B. cousini 

(controle) 

 
10 

 
0 

 
2 

 
8(80%) 

 
- 

 
- 

 
- 

B. glabrata  
50 

 
50 

 
50 

 
0 

 
50 

 
30 a 37 

 
100% 

B. glabrata 

(controle) 
 

10 
 

0 
 
4 

 
6(60%) 

 
- 

 
- 

 
- 

 

4.5 Verificação da presença de híbridos por cruzamento 

 O perfil da PCR-RFLP obtido do DNA do tentáculo dos parentais albino e 

pigmentado estão apresentados na figura 18, sendo o perfil do molusco albino 

correspondente ao perfil de B. amazonica (canaleta 12) e do molusco pigmentado de 

B. cousini (canaleta 13).  O perfil dos dez filhotes pigmentados descendentes do 

albino, provenientes deste cruzamento (canaletas 2 a 11) corresponde ao perfil 

híbrido encontrado anteriormente em moluscos do campo (canaleta 14).  
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FIGURA 18: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de restrição obtidos pela 

digestão da região ITS do rDNA com a endonuclease DdeI. Canaletas 2-11: Filhotes pigmentados do 

caramujo albino proveniente do cruzamento entre B. amazonica albino X B. cousini pigmentado; 12-

14: controles utilizados mãe B. amazonica, pai B. cousini e hibrido. A canaleta 1 mostra o padrão de 

peso molecular phiX 174 digerido com HaeIII. Valores a esquerda do gel correspondem ao peso 

molecular. 
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5 Discussão 
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  É relatada, pela primeira vez, a presença de B. cousini no Brasil. Este registro 

foi confirmado através de caracteres morfológicos, técnica molecular e por inferência 

filogenética. 

A possibilidade da utilização de técnicas moleculares na identificação de 

moluscos do gênero Biomphalaria tem contribuído com o aumento do conhecimento 

sobre este gênero. Técnicas moleculares como análises de PCR-RFLP vem sendo 

amplamente utilizadas2, 49, 56, 73, 77-80, 83, 86.  Neste trabalho, diferentes perfis 

moleculares foram detectados para populações previamente identificadas como B. 

amazonica, corroborando com os resultados obtidos por Vidigal et al. 2. Porém, 

quando foram estudados moluscos da Colômbia e da Bolívia, foi observada a 

presença de perfis exclusivos para cada uma das populações (perfil colombiano e 

boliviano respectivamente). Esses perfis foram observados também nos exemplares 

brasileiros, entretanto, além destes perfis, foi obtido um terceiro perfil constituído 

pelos fragmentos observados nos dois perfis anteriores e denominado de perfil 

híbrido. Estudos utilizando-se a técnica de PCR-RFLP para a identificação de 

espécies de moluscos do gênero Biomphalaria semelhantes morfologicamente já 

foram realizados com sucesso 49, 82, 83. Nos estudos realizados por Vidigal et al. 2 

com B. amazonica, a diversidade de perfis observada foi considerada uma variação 

intraespecífica que necessitava de maiores estudos, contudo, Caldeira et al. 3 

utilizando maior número de exemplares sugeriu que essa diversidade poderia ser 

resultado da identificação de duas espécies (B. amazonica e B. cousini) e não 

apenas de uma como havia sido dito e que o terceiro perfil observado poderia ser o 

resultado de um híbrido entre essas espécies. Nossos resultados obtidos através da 

PCR-RFLP confirmaram o apresentado por Caldeira et al. 3  sugerindo que essas 

espécies poderiam ter sido identificadas erroneamente sendo, alguns exemplares B. 

cousini, ao invés de B. amazonica. Em virtude disto, o presente estudo foi realizado 

com o objetivo de elucidar essas diferenças moleculares e verificar se elas 

correspondem a B. amazonica ou a B. cousini. 

  Apesar dos esforços para se estabelecer uma correta identificação específica 

desses moluscos, muitas vezes ocorrem divergências taxonômicas devido às 

variações nos caracteres morfológicos, ao estado de distensão de cada órgão no 

momento da fixação, ao pequeno tamanho de alguns exemplares e, ainda à grande 

semelhança entre algumas espécies 8, 47, 124. Nesta dissertação os caracteres 

morfológicos foram imprescindíveis para esclarecer os perfis moleculares 

observados, uma vez que os perfis “boliviano” e “colombiano” representavam 
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moluscos com características morfológicas de B. amazonica e B. cousini, 

respectivamente, conforme descrito por Paraense 4. Os exemplares que exibiram o 

perfil híbrido apresentaram caracteres morfológicos predominantes de B. amazonica 

e esporadicamente de B. cousini, sugerindo novamente que esses exemplares 

poderiam ser o resultado de um híbrido entre essas duas espécies. Paraense 4 

enfatiza a dificuldade envolvida na identificação morfológica dessas duas espécies 

devido à grande similaridade morfológica, sendo que por isso, provavelmente, elas 

foram descritas no mesmo artigo. As principais características que as distinguem são 

a presença de uma bolsa arredondada e bem desenvolvida em B. amazonica e 

digitiforme e pequena em B. cousini; o diâmetro da bainha do pênis é mais longo ao 

diâmetro da porção mais larga do vaso deferente em B. cousini e igual em B. 

amazonica; divertículos do ovoteste bem arredondados e em grande número em B. 

amazonica e em menor número em B. cousini. Outros moluscos do gênero 

Biomphalaria também possuem uma grande semelhança morfológica dificultando a 

correta identificação dessas espécies. Este é o caso dos moluscos pertencentes aos 

complexos de espécies existentes neste gênero, complexo B. straminea 47 e 

complexo B. tenagophila 49, sendo necessário o exame de um grande número de 

exemplares de ambas as espécies para uma correta identificação. Nossos achados 

morfológicos enfatizam esta grande similaridade nos caracteres morfológicos 

apresentados pelo gênero Biomphalaria, porém, a correta identificação dos 

exemplares analisados em duas espécies muito semelhantes foi possível através da 

análise minuciosa do sistema reprodutor masculino e feminino dos moluscos. Além 

disso, os resultados obtidos através da PCR-RFLP confirmam os achados 

morfológicos mostrando que esta técnica, de simples e rápida execução pode ser 

utilizada como uma ferramenta auxiliar a identificação morfológica e que a região ITS 

do rDNA contém marcadores genéticos úteis para a identificação destes moluscos. 

  Estas variações entre estes moluscos também foram observadas nos estudos 

das relações filogenética entre as espécies do gênero Biomphalaria realizados por 

Vidigal et al. 5, DeJong et al. 6 e Estrada et al. 7. Nestes estudos, o ramo que 

continha os exemplares de B. amazonica, sempre se ramificaram em dois grupos, 

próximos, porém distintos. Este fato, sugere a presença das duas espécies que 

equivocadamente estão sendo identificadas como B. amazonica. Observa-se na 

árvore gerada no artigo da Vidigal et al. 5 que os exemplares B.a AM-1 e B.a AM-2 

estão agrupados e separados do B.a AM-3, esses moluscos correspondem, 

respectivamente, às localidades de Benjamin Constant/AM e Barão de Melgaço/MT. 
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Esses exemplares foram utilizados no artigo de Vidigal et al. 2 e apresentaram 

respectivamente perfil molecular correspondente ao perfil colombiano e boliviano. 

Nas árvores geradas por DeJong et al. 6 e Estrada et al. 7 os exemplares B. 

amazonica AM Brasil e B. amazonica RO Brasil agruparam-se, enquanto, outro 

exemplar (B. sp. Bolívia) que não havia sido identificado, posicionou-se próximo, 

porém em outro ramo. 

  No presente estudo, as relações entre essas populações foram estudadas 

aumentando-se o número de exemplares e localidades para melhor compreensão 

dessas variações. Para isso, várias espécies de moluscos foram utilizadas para uma 

verdadeira polarização dos ramos. A topologia das árvores e a relação entre as 

espécies estudadas estão de acordo com os estudos anteriores de Vidigal et al. 5, 

DeJong et al. 6 e Estrada et al. 7 e com os resultados aqui obtidos através da PCR- 

RFLP e da identificação morfológica. Dois grupos foram formados, um contendo 

todos os espécimes que exibiram o perfil colombiano e o outro formado pelos 

exemplares que exibiram o perfil boliviano, indicando desta maneira que os 

exemplares em estudo não se tratavam de apenas uma espécie como havia sido 

previamente estabelecido, mas sim de duas espécies, B. amazonica e B. cousini.  

Até o momento, poucos estudos têm sido realizados com B. amazonica e, nenhum 

foi realizado com B. cousini, o que dificulta a compreensão destas espécies. De fato, 

os baixos valores de bootstrap encontrados tanto nos ramos das populações de B. 

amazonica quanto no ramo de B. cousini, indicam a proximidade destas espécies, 

enfatizando o observado na morfologia. B. amazonica já foi registrada para 

Amazonas 4, Acre e Rondônia 53 Mato Grosso 28 Mato Grosso do Sul 54 Bolívia 55 e 

Colômbia 56. B. cousini só foi relatada até o momento para o Equador, o que seria 

seu único local de ocorrência. Nossos resultados da filogenia associados com os 

obtidos através da morfologia e da PCR-RFLP, confirmam que os exemplares com 

perfil “colombiano” são B. cousini ao invés de B. amazonica aumentando desta 

maneira a abrangência desta espécie para o Brasil (Benjamin Constant/AM e Barão 

de Melgaço/MT) e Colômbia (Letícia). 

 Uma vez definido o perfil de B. amazonica (boliviano) e o perfil da B. cousini 

(colombiano) seria realmente o terceiro perfil, que apresenta a associação destes 

dois perfis, o resultado de um híbrido entre essas duas espécies? Nossos resultados 

sugerem a presença de um híbrido natural entre B. amazonica e B. cousini 

fornecendo evidências para a confirmação destes híbridos. Os exemplares com perfil 

híbrido na PCR-RFLP, no estudo de inferência filogenética agruparam-se tanto no 
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ramo que continha os exemplares de B. cousini quanto nos ramos com os 

exemplares de B. amazonica. Além disso, a análise morfológica desses exemplares 

evidenciou a presença de caracteres presentes nas duas espécies. Nossos 

resultados não deixam dúvidas quanto a presença de um híbrido entre B. amazonica 

e B. cousini, mas para se confirmar esta hipótese, foi realizado o cruzamento entre 

B. cousini e B. amazonica utilizando-se o fator albinismo como marcador genético. 

Experimentos baseados em cruzamentos de moluscos do gênero Biomphalaria têm 

sido realizados desde a década de 50 1, 16, 125.  Cruzamentos propostos entre B. 

glabrata e B. tenagophila não foram viáveis reportando o isolamento reprodutivo 

para as populações estudadas 125. Contudo, o cruzamento entre moluscos do 

gênero Biomphalaria que produziram híbridos férteis também já foi relatado como, 

por exemplo, o cruzamento entre B. alexandrina x B. glabrata 126 B. straminea x B. 

peregrina e B. tenagophila x B. peregrina 127 B. glabrata x B. tenagophila 128. 

Barbosa 129 comenta a hibridização natural entre B. glabrata e B. tenagophila 

gerando híbridos com formas intermediárias.  Posteriormente, Barbosa 130 descreve 

observações realizadas durante três anos sobre o processo de substituição de B. 

glabrata por B. straminea, em coleções hídricas do Nordeste do Brasil, no qual 

encontrou quatro exemplares os quais chamou de híbridos interespecíficos.  Apenas 

durante este processo de exclusão competitiva, formas mistas foram encontradas, 

possivelmente, como resultado do cruzamento entre estas espécies. Decorridos 

esses três anos, novos estudos de campo foram realizados e essas formas 

intermediárias não foram encontradas, sugerindo que exista uma seleção natural 

contra estes híbridos inabilitando-os de persistir na natureza. Confirmando nossas 

especulações, os descendentes pigmentados provenientes do caramujo albino do 

cruzamento entre B. amazonica e B. cousini, possuíam o perfil híbrido (Figura 18). 

Desta maneira, o presente estudo confirma que estas duas espécies produzem 

híbridos e admite da mesma maneira, que nossos resultados estão de acordo com 

Barbosa 129 sugerindo a presença de um híbrido natural entre B. cousini e B. 

amazonica, evidenciando a presença de formas intermediarias. Mello-Silva 128 

comenta que os resultados de fertilidade e fecundidade produzidos por híbridos 

férteis mostraram que a geração F2 não foi tão eficiente quanto a geração F1, o que 

poderia ser explicado pela teoria da especiação alopátrica, envolvendo a formação 

de uma geração de híbridos F1 normal, vigorosa e fértil, mas uma fraca geração F2 

com a presença de alguns indivíduos estéreis. Entretanto, nossos resultados sobre a 
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fertilidade dos híbridos são inconclusivos e outros estudos fazem-se necessários 

para um melhor entendimento sobre a biologia desses híbridos.   

Uma vez definida a população de B. amazonica, B. cousini e de híbrido surge 

uma última questão: Seria B. cousini suscetível a S. mansoni? Nenhum teste de 

suscetibilidade havia sido realizado com esta espécie até o momento e devido à 

dificuldade de manter B. cousini sobre condições laboratoriais poucos exemplares 

foram expostos ao S. mansoni neste estudo. A cepa LE de S. mansoni, foi escolhida, 

uma vez que em experimentos prévios de susceptibilidade mostrou-se altamente 

infectiva para a maioria das espécies estudadas 38. Algumas espécies de 

Biomphalaria têm apresentado variado grau de suscetibilidade à infecção por S. 

mansoni 11, 22-23, 28-29. Exemplares de B. amazonica de Careiro da Várzea (AM) 

mostraram ser altamente susceptíveis à infecção com duas cepas de S. mansoni 

(BH e SJ) com uma taxa de infecção de 48% e 73% respectivamente 10. Estudo 

realizado utilizando B. amazonica de Porto Velho (RO) mostrou um baixo grau de 

compatibilidade entre a população estudada e a cepa utilizada (SJ) com taxa de 

infecção de 3,5% 28. Fernandez e Thiengo 29 confirmaram este resultado quando, 

utilizando B. amazonica de Mato Grosso com três cepas de S. mansoni (BH, SJ e 

EC) observaram taxa de infecção de 3,79%, 13,63%, 9,09% respectivamente.  

Nossos resultados mostraram que B. cousini é susceptível a infecção com a 

cepa LE, apresentando alta taxa de infecção (31,6%). Entretanto, alta taxa de 

mortalidade foi observada quando comparada com os caramujos infectados 

utilizados como controle. Este resultado pode ser devido a um ajuste entre a cepa do 

parasito e a colônia de caramujos e devido à quantidade de miracídios expostos. 

Cada molusco foi exposto a oito miracídios, o que não é esperado em condições 

naturais, uma vez que em organismos pequenos, como B. cousini, o crescimento e a 

multiplicação de tantos parasitos irão provocar mudanças significativas no 

desenvolvimento do caramujo de modo que poderá ocorrer mortalidade antes do 

parasito atingir seu desenvolvimento completo. Uma alta taxa de mortalidade 

também foi observada nos caramujos utilizados como controle não infectados. Isto 

pode ser devido a algum problema nestes aquários como presença de cloro na água 

ou contaminação, que impossibilitaram o desenvolvimento destes moluscos. Do 

mesmo modo, um longo período pré-patente foi observado, pois enquanto todos os 

B. glabrata estavam eliminando cercárias com até 37 dias após a exposição, os 

exemplares de B. cousini começaram a eliminar cercárias com até 67 dias após a 

exposição. De qualquer maneira, B. cousini mostrou-se capaz de infectar-se 
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experimentalmente, mas novos experimentos utilizando-se cepas diferentes de S. 

mansoni e maior número de moluscos devem ser realizados de modo a clarear a 

classificação dessa espécie quanto ao seu status de hospedeira.  

Este trabalho foi realizado com o intuito de esclarecer algumas questões que 

permaneciam obscuras em relação a B. amazonica e B. cousini, porém novas 

questões foram levantadas com o decorrer de seu desenvolvimento como por 

exemplo, estes híbridos encontrados são férteis? Até que geração? Será que a B. 

amazonica realmente é um hospedeiro em potencial ou no momento em que a 

infecção foi realizada ela estava misturada com B. cousini? O híbrido se infecta? 

Maiores estudos serão necessários para responder todas estas questões. Dessa 

maneira, como perspectivas para o próximo trabalho, pretendemos realizar diversos 

cruzamentos entre B. amazonica, B. cousini e híbrido para esgotar todas as 

possibilidades possíveis de cruzamentos entre essas espécies. Além disso, 

pretendemos estabelecer uma colônia de cada uma dessas populações de moluscos 

para realizarmos as infecções com diferentes cepas de S. mansoni e resolver todas 

as questões acerca de suscetibilidade fato este que só não foi possível nesta 

dissertação uma vez que estes caramujos são difíceis de serem criados em 

condições laboratoriais requerendo um tempo de dedicação maior.  

De fato, a correta identificação dos moluscos do gênero Biomphalaria é 

importante para a melhoria dos trabalhos de vigilância epidemiológica da 

esquistossomose, uma vez que permite detectar com exatidão as espécies 

presentes em áreas de transmissão, bem como em áreas indenes que na presença 

de espécies suscetíveis a S. mansoni podem vir a se tornar foco da doença. Assim, 

com nossos resultados a carta planorbídica dos moluscos brasileiros do gênero 

Biomphalaria foi acrescida de mais uma espécie, Biomphalaria cousini, encontrada 

nos Estados do Mato Grosso e Amazonas. Além disso, esta espécie pode ser 

considerada hospedeira em potencial do S. mansoni, ampliando a possibilidade da 

introdução da esquistossomose nessas áreas.  
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 A fauna brasileira do gênero Biomphalaria foi acrescida de mais uma espécie, 

Biomphalaria cousini, encontrada nos Estados do Mato Grosso e Amazonas;  

 A associação da taxonomia clássica com técnicas moleculares foi eficiente 

para a identificação de B. cousini; 

 Biomphalaria cousini foi suscetível à cepa LE de S. mansoni; 

 O cruzamento entre B. cousini e B. amazonica produziu híbridos. 
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Anexo 1: Alinhamento dos dados combinados das regiões ITS2 do rDNA e parte da região 16S do 

rDNAmt das amostras utilizadas nos estudos filogenéticos. 

                     10        20        30        40        50        60        70              
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGCAAGGGAGCGCGGATC-TTCGTCTCTCGCTCTTCTGGAGAG-ATGTC  
BschraAM_1  TGCTAAAAGCGATCGTTCATTCGCAAGGGTGCGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCTGAGAGTTTGAC  
BhelopAM_1  TGCTAAAAGCGATCGTTCACTCGCAAGGGCCTGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
BperegAM_1  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BperegAM_2  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCTCGGAGAGTTTGAC  
BoligoAM_1  -------------CGTTTACTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BobstrAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BobstrAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BtemasAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGCAAGGGCGCGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5838_SCrBO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5840_SCrBO  TGC-AAAAGCGTTCGCTAACTTGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5841_SCrBO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5842_SCrBO  -GCTAAAAGCGTTCGCTCACTTGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5843_SCrBO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5844_SCrBO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
3955_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
3962_BarMe  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
4118_CarCa  GGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
4119_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
4117_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
4266_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BamazoAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
3964_BarMe  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
5839_SCrBO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
3958_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3965_BarMe  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
5508_LetCO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3128_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3961_BarMe  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
5503_LetCO  TGCTAAAAGCGACGGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
5506_LetCO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
4265_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
4115_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BamazoAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
5515_LetCO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
4262_CarCa  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
5507_LetCO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3959_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3957_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
5510_LetCO  TGCTAAAACCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3956_BenCo  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
3960_BarMe  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
5501_LetCO  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
5514_LetCO  TGCAAAAAGCGATCGCTCACTCGTATGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCTGGAGAGTTTGAC  
BedisoAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTTTTTCGCTTTCCCGGAGAGTTTGAC  
BpronaAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BpronaAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BstramAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
BstramAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
BkuhniAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
BkuhniAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGAC  
BinterAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BtenagAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BtenagAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BoccidAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGTTTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGATAGTTTGAC  
BtguaiAM_1  ------------TCGCTCACTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCAGAGAGTTTGAC  
BglabrAM_1  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BglabrAM_2  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BcamerAF_1  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BcamerAF_2  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BpfeffAF_1  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCTAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BpfeffAF_2  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCTAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BstanlAF_1  TGCTAAAAGCGATCGCTTACTCGCTAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BalexaAF_1  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BalexaAF_2  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BsudanAF_1  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATCGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BsudanAF_2  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATCGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BsmithAF_1  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  
BchoanAF_1  TGCTAAAAGCGATCGTTTACTCGCAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGAC  

 
                     80        90       100       110       120       130       140         
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  GGACTGCATTCCCGCTGGCGTAAGGGGTTTCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATACTTCG  
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BschraAM_1  GAACTGCAAGCCCGCTGGTGTTAAGGGTCTCGTATTGCGAGTGGCGCTTTGGACCGTCGCAGATAGCCGG  
BhelopAM_1  GAACTGCGGGCCTGCTGGTGTGATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCGTTGGACCGTCGCGGATAGCC-G  
BperegAM_1  GAACTGCGAGCCTACTGGTGTTATGGACACCGTATTACGAGTGACGCATTGGACCGTCGCAGATAGCCAG  
BperegAM_2  GAACTGCGAGCCTACTGGTGTTATGGACACCGTATTACGAGTGACGCATTGGACCGTCGCAGATAGCCAG  
BoligoAM_1  GAACTGCGAGCCTACTGGTGTTATGGACACCGTATTACGAGTGTCGCATTGGACCGTCGCAGATAGCCAG  
BobstrAM_1  GAACCGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGCCGCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGGCCGTCGCGGATAGTCTG  
BobstrAM_2  GAACCGCGAGCCCGCTGGTGTTATGGCCGCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGGCCGTCGCGGATAGTCTG  
BtemasAM_1  GAACCGCGAGCCCGCTGGTGTTATGGCCGCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGGCCGTCGCGGATAGTCTG  
5838_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5840_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5841_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5842_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5843_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5844_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3955_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3962_BarMe  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4118_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4119_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4117_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4266_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BamazoAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3964_BarMe  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5839_SCrBO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3958_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3965_BarMe  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5508_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3128_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3961_BarMe  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5503_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5506_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4265_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4115_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BamazoAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5515_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
4262_CarCa  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5507_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3959_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3957_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5510_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3956_BenCo  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
3960_BarMe  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5501_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
5514_LetCO  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BedisoAM_1  GAACTGCGAGCCCGCTGGTATTAAGGACTCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BpronaAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTG-----------ACCGTTTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCGG  
BpronaAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTG-----------ACCGTTTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCGG  
BstramAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BstramAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCTCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BkuhniAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCTCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BkuhniAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCTCCGTATTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BinterAM_1  GAACTGCGAGCCCGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCGT  
BtenagAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGTCCCGTGTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BtenagAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGTCCCGTGTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BoccidAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTGTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAA  
BtguaiAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTGTTACGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGTCAG  
BglabrAM_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BglabrAM_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGACCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BcamerAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BcamerAF_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BpfeffAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BpfeffAF_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BstanlAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTTATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BalexaAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BalexaAF_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BsudanAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BsudanAF_2  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BsmithAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
BchoanAF_1  GAACTGCGAGCCTGCTGGTGTCATGGGCCCCGTATTGCGAGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGCCAG  
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Htrivolvis  CCGTACGGCTTGGC---GTTGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BschraAM_1  CCTTTCACTTAGGGTGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BhelopAM_1  CCGTCTATTCAGGCTGGCTGGCACGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGCTGTCCTCCTGTCCC  
BperegAM_1  TGATTCATTTTGGACGGAGGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BperegAM_2  TCTTTCATTTTGGACGGAGGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BoligoAM_1  TGATTCATTTTGGACGGAGGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BobstrAM_1  TCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCCCCGTGGCCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BobstrAM_2  TCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCCCCGTGGCCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
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BtemasAM_1  TCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCCCCGTGGCCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5838_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5840_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5841_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5842_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5843_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5844_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3955_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3962_BarMe  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4118_CarCa  TCGTCCATCTAGGATGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4119_CarCa  TCGTCCATCTAGGATGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4117_CarCa  TCGTCCATCTAGGATGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4266_CarCa  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BamazoAM_1  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3964_BarMe  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5839_SCrBO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTTCTGTCCC  
3958_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3965_BarMe  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5508_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3128_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3961_BarMe  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5503_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5506_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4265_CarCa  TCGTCCATCTAGGTTGACCGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4115_CarCa  TCGTCCATCTAGGATGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BamazoAM_2  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5515_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
4262_CarCa  TCGTCCATCTAGGATGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5507_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3959_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3957_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5510_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3956_BenCo  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
3960_BarMe  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5501_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
5514_LetCO  TCGTCCATCTAGGTTGACTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BedisoAM_1  TCGTCCGTCCAGGATGGCCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCCCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BpronaAM_1  CCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCCCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BpronaAM_2  CCGTCCATCTAGGATGGCAGGCATGTCCCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BstramAM_1  TCGTTCATCTAGGATGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BstramAM_2  TCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BkuhniAM_1  TCGTCCATCTAGGATGGC-GGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BkuhniAM_2  TCGTTCATCTAGGATGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BinterAM_1  CCGTCCATCTAGGATGGCTGACATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BtenagAM_1  CTCTCCATCTAGGATGGGAGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BtenagAM_2  CCGTCCATCTAGGATGGGAGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BoccidAM_1  CCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BtguaiAM_1  CCGTCCATCTAGGATGGCTGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BglabrAM_1  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BglabrAM_2  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BcamerAF_1  TCATCCATCTAGGAAGGACGGTATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BcamerAF_2  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTTTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BpfeffAF_1  TCATCCATCTAGGAAGTGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BpfeffAF_2  TCATCCATCTAGGAAGTGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BstanlAF_1  TCATCCATCTAGGAAGTGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BalexaAF_1  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BalexaAF_2  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BsudanAF_1  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BsudanAF_2  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BsmithAF_1  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
BchoanAF_1  TCATCCATCTAGGAAGGGCGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTGTCCC  
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Htrivolvis  -TTCGATGCTGCTCGCTTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTAATTATGTATGGG  
BschraAM_1  TTTCGATGCTGCAAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTAACGTATGGG  
BhelopAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATCAACGTATGGG  
BperegAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTAGTTACGTATGGG  
BperegAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTACTTACGTATGGG  
BoligoAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTAGTTACGTATGGG  
BobstrAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTACTTACGTATGGG  
BobstrAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTACTTACGTATGGG  
BtemasAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTACTTACGTATGGG  
5838_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5840_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5841_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5842_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5843_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5844_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
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3955_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3962_BarMe  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCGCCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
4118_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
4119_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
4117_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
4266_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
BamazoAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
3964_BarMe  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5839_SCrBO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3958_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3965_BarMe  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCGCCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5508_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3128_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3961_BarMe  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5503_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5506_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
4265_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
4115_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
BamazoAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5515_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
4262_CarCa  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTCTATATGGG  
5507_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3959_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3957_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCGCCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5510_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3956_BenCo  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
3960_BarMe  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCGCCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5501_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
5514_LetCO  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTATATATGGG  
BedisoAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATACATGTATGGG  
BpronaAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTAGTCATGTATGGG  
BpronaAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTAGTCATGTATGGG  
BstramAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTAT-TATGGG  
BstramAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTAC-TATGGG  
BkuhniAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTA--TTATGGG  
BkuhniAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTAT-TATGGG  
BinterAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTATTATATGGG  
BtenagAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTATATGGG  
BtenagAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTATATGGG  
BoccidAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTATATGGG  
BtguaiAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTATATGGG  
BglabrAM_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BglabrAM_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BcamerAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BcamerAF_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BpfeffAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BpfeffAF_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BstanlAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BalexaAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BalexaAF_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BsudanAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BsudanAF_2  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BsmithAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
BchoanAF_1  TTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTACGTATGGG  
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Htrivolvis  CCAAGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTACGGTGGGAGATGGGCCACTTTGCAGCGTTCGATGGCAG  
BschraAM_1  CTATGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGGGAGATGGGCCACATTGCAGCGTTCGATGGGTG  
BhelopAM_1  CCTAGCGGACCTTACCTTGCACTGCTCTTCTAAGGTGTGAGATGTGCCACATTGCGAGTTTCGTTTGTGG  
BperegAM_1  CTTAGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATTGCGGCTGTCGATTGGGA  
BperegAM_2  CTTAGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATTGCGGCTGTCGATTGGGA  
BoligoAM_1  CTTAGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTATGGTGCGAGATGGGCCACATTGCGGATGTCGATTGGGA  
BobstrAM_1  CTTTTCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGTGG  
BobstrAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGTGG  
BtemasAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGTGG  
5838_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5840_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5841_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5842_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGTCG-TTTTCGATCGGGG  
5843_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5844_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3955_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3962_BarMe  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4118_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4119_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4117_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4266_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTACGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BamazoAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
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3964_BarMe  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5839_SCrBO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3958_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3965_BarMe  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5508_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3128_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3961_BarMe  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5503_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5506_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4265_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4115_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BamazoAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5515_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
4262_CarCa  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5507_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3959_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3957_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5510_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3956_BenCo  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
3960_BarMe  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5501_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
5514_LetCO  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BedisoAM_1  CTTTGCGGACCTAACCTTGCACTGCTTTTTTAAGG-GTGAAATGGGCCACATGGCGGTTTTCAATCGGGG  
BpronaAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGACCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BpronaAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BstramAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BstramAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BkuhniAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BkuhniAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BinterAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BtenagAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTCAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BtenagAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTCAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BoccidAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTCAAGGTGCGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATCGGGG  
BtguaiAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTTTCAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BglabrAM_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BglabrAM_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BcamerAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BcamerAF_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BpfeffAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTGAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BpfeffAF_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTGAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BstanlAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTGAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BalexaAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BalexaAF_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BsudanAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BsudanAF_2  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BsmithAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
BchoanAF_1  CTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTGCTCTCTTAAGGTGTGAGATGGGCCACATGGCGGTTTTCGATTGGGG  
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Htrivolvis  -TGACGGTGCCCGCCAACAGTCAGTTTGAAGGAATAATTTTAAATGAATCCTGCCCAGTGAATTTTTAAA  
BschraAM_1  ATAACGGTGCCCGCCGCCGGCGAGTTCAAAGAATTTATTTTGAATGTATTCTGCCCAATGAATTTTTTAA  
BhelopAM_1  CGTGCGGCGCCAAGT---GAAAAGTTTAAGGAAAAAATCTTAAATTAATTCTGCCCAATGATTTTTTTAA  
BperegAM_1  TATACGGCGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGATTTCTGCCCACTGATTTTTTAAA  
BperegAM_2  TATACGGCGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGATTTCTGCCCACTGATTTTTTAAA  
BoligoAM_1  TATACGGCGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGATTTCTGCCCACTGATTTTTTAAA  
BobstrAM_1  TTAACGGCGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTATTTAAA  
BobstrAM_2  TTAACGGCGCCCGCCCACGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTATTTAAA  
BtemasAM_1  TTAACGGCGCCCGCCCACGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTATTTAAA  
5838_SCrBO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5840_SCrBO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5841_SCrBO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5842_SCrBO  TTTACGGGGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5843_SCrBO  TTAACCGTGCCGGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5844_SCrBO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3955_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATTATTTTAAATGGATTCTGCCCAGTGAATTTTTAAA  
3962_BarMe  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCG-----------------TTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4118_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATGATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4119_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATGATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4117_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4266_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BamazoAM_1  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3964_BarMe  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5839_SCrBO  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3958_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCACCAGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3965_BarMe  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5508_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3128_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCACC----AGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3961_BarMe  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
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5503_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5506_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4265_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4115_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BamazoAM_2  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5515_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
4262_CarCa  CTTACGGTGCCCGCCACCCGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5507_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3959_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCGACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3957_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCACCGACCAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5510_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3956_BenCo  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
3960_BarMe  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5501_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCG--TTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
5514_LetCO  CTTACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BedisoAM_1  CTAACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTGAGGAAGTGATCTCAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BpronaAM_1  CTCACGGCGCCCGCCAGCGGCGAGTTTGAGGAAATAATCTCAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BpronaAM_2  CTCACGGCGCCCGCCAGCGGCGAGTTTGAGGAAATAATCTCAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BstramAM_1  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BstramAM_2  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BkuhniAM_1  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BkuhniAM_2  CTTACGGTGCCCGCCAACGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BinterAM_1  CGTGCGGTGCCCGCC---GGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGGATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BtenagAM_1  CTAACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTGAGGAAATAATCTCAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BtenagAM_2  CTAACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTGAGGAAATAATCTCAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BoccidAM_1  CTAACGGTGCCCGCCACCGGCGAGTTTGAGGAAGTTATCTCAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BtguaiAM_1  CTAACGG-GTCCGCCACCGGCG---TTGAGGAAACTATCTCAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BglabrAM_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BglabrAM_2  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BcamerAF_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BcamerAF_2  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATTATCTTAAATGTATTCTGCCCAGTGATTTTTTAAA  
BpfeffAF_1  CTTGCGGTGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
BpfeffAF_2  CTTGCGGTGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
BstanlAF_1  CTTGCGGTGCCCGCTACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
BalexaAF_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAAAAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGA-TTTTTAAA  
BalexaAF_2  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGA-TTTTTAAA  
BsudanAF_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
BsudanAF_2  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
BsmithAF_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTTAA  
BchoanAF_1  CTTGCGGCGCCCGCCACCGGCGAGTTTAAGGAAATAATCTTAAATGTATTCTGCCCAATGATTTTTTAAA  
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Htrivolvis  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTTTAATTAGAGTCTGGAATGAATG  
BschraAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTTTAATTTGAGTCTGGAATGAATG  
BhelopAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BperegAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAG  
BperegAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTGGAATGAAAG  
BoligoAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAG  
BobstrAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BobstrAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BtemasAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
5838_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5840_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5841_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5842_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5843_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5844_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3955_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3962_BarMe  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4118_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4119_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4117_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4266_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BamazoAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3964_BarMe  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5839_SCrBO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3958_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3965_BarMe  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5508_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3128_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3961_BarMe  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5503_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5506_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4265_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4115_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BamazoAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5515_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
4262_CarCa  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
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5507_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3959_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3957_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5510_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3956_BenCo  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
3960_BarMe  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5501_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
5514_LetCO  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BedisoAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BpronaAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BpronaAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BstramAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BstramAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BkuhniAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BkuhniAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BinterAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BtenagAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BtenagAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BoccidAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BtguaiAM_1  TGGCCGCAGTACCCTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BglabrAM_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BglabrAM_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BcamerAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BcamerAF_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BpfeffAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTTTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BpfeffAF_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTTTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BstanlAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTTTAATTAAAGTCTAGAATGAAAG  
BalexaAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BalexaAF_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BsudanAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BsudanAF_2  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BsmithAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  
BchoanAF_1  TGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATGAAAG  

 
                    500       510       520       530       540       550       560       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  GAATAATGAAATAAAGCTGTCTTAAAATTTATTTTTTAAACTTATTTATAAGGTGAAAATACCAATTTTT  
BschraAM_1  GAAAAATGAAATAATTCTGTCTTAATAGAGATTTTCTTAATTTATTTAAATAGTGAAAATACTATTTCTT  
BhelopAM_1  GAAAAATGGGTTAATTCTGTCTTAAAAAGTTTTTTTTGAACTTATTTATATGATGAAAATATCATTTCTT  
BperegAM_1  GAAGCATGAAATAATTCTGTCTTAAAAGAAATTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BperegAM_2  GAAGCATGAAATAATTCTGTCTTAAAAGAAATTTTTTAAACTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BoligoAM_1  GAAGCATGAAATAATTCTGTCTTAAAAGAAATTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BobstrAM_1  GAATTATGGAGTAGTTCTGTCTTAGAAAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BobstrAM_2  GAATTATGGAGTAGTTCTGTCTTAGGAAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BtemasAM_1  GAATTATGGAGTAGTTCTGTCTTAGGAAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
5838_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5840_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5841_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5842_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5843_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5844_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3955_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3962_BarMe  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4118_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4119_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4117_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4266_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BamazoAM_1  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3964_BarMe  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5839_SCrBO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3958_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3965_BarMe  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5508_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3128_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3961_BarMe  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5503_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5506_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4265_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4115_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BamazoAM_2  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5515_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
4262_CarCa  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5507_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3959_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3957_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5510_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3956_BenCo  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
3960_BarMe  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
5501_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
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5514_LetCO  GGAATATGGGGTAATTCTGTCTTTAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BedisoAM_1  GAAATATGGAGTAATTCTATCTTAAAAGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BpronaAM_1  GAAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BpronaAM_2  GAAATATGGGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BstramAM_1  GAAGTATGGAGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTGT  
BstramAM_2  GAAATATGAAGTAATTCTATCTTAAAGGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BkuhniAM_1  GAAATATGAAGTAATTCTATCTTAGAGGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BkuhniAM_2  GAAATATGAAGTAATTCTATCTTAGAGGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTAT  
BinterAM_1  GAAGTATGGGGTAATTCTGTCTTAAAGGATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTGT  
BtenagAM_1  GAATTATGAGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BtenagAM_2  GAATTATGAGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BoccidAM_1  GAAGTATGAGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTATT  
BtguaiAM_1  GAAGTATGAGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTATT  
BglabrAM_1  GAAAAATGAGGTAGTTCTGTCTTAAAGAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BglabrAM_2  GAAAAATGAGGTAGTTCTGTCTTAAAGAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BcamerAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAATTTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BcamerAF_2  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAATTTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BpfeffAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BpfeffAF_2  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAGAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BstanlAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAGAATTTTTTTTGAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BalexaAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BalexaAF_2  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BsudanAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTAAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BsudanAF_2  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTAAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BsmithAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  
BchoanAF_1  GAAAAATGAAGTAATTCTGTCTTAAAAAATTTTTTTTAAATTTATTTAAATGATGAAAATATCATTTTTT  

 
                    570       580       590       600       610       620       630       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATATGTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTAAACTT  
BschraAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTT----TTATTTTGTTGGGGCGACAAATAAACAAT--AACTT  
BhelopAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACGTAATTTTTGTTGGGGCGACAATTAAACAATAAAACTT  
BperegAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTAATTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BperegAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTAATTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BoligoAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTAATTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BobstrAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATATTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTAAACTT  
BobstrAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAAATATTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTAAACTT  
BtemasAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAAATATTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTAAACTT  
5838_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTCGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5840_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5841_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5842_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5843_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5844_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3955_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3962_BarMe  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTCGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4118_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4119_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4117_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4266_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
BamazoAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3964_BarMe  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTCGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5839_SCrBO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTCGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3958_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3965_BarMe  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5508_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3128_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3961_BarMe  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5503_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5506_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4265_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATA-AACTT  
4115_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
BamazoAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5515_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
4262_CarCa  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5507_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3959_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3957_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5510_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3956_BenCo  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
3960_BarMe  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5501_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
5514_LetCO  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTACTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATAAAACTT  
BedisoAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTATTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACA-TAAAACTT  
BpronaAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATAAAAACTT  
BpronaAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATAAAAACTT  
BstramAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAAACAAACTT  
BstramAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTATTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAAT--AACTT  
BkuhniAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTATTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACACTAAAACTT  
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BkuhniAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTATTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACATTAAAACTT  
BinterAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAAACAAACTT  
BtenagAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTGAACTT  
BtenagAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTGAACTT  
BoccidAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACATTTAAACTT  
BtguaiAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATTTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACATTTAAACTT  
BglabrAM_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BglabrAM_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTAAGAGTTTAATTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BcamerAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BcamerAF_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BpfeffAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAGTTAAACTT  
BpfeffAF_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAGTTAAACTT  
BstanlAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATATTTTTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACAGTTAAACTT  
BalexaAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BalexaAF_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTATTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BsudanAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTATTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BsudanAF_2  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTATTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BsmithAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTTTT-TTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  
BchoanAF_1  AGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTATTATTTTTTTGTTGGGGCGACAAGTAAACAATTAAACTT  

 
                    640       650       660       670       680       690       700       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  TACGTTTTTATATTACGATTT--ATTAAAATAAAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATTTTTAATA  
BschraAM_1  TAAAATTAAATACATCGATATT-ATAAAAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATTTTTAAAA  
BhelopAM_1  TATATTTATTTAAATCGACTTTTGTAAGAATGAATAAACTACCTAAGGGATAACAGCATTATACATAAAA  
BperegAM_1  TATAATTATATATATCGATTTTTATAAGAGTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATTTTAAAAA  
BperegAM_2  TATAATTATATATATCGATTTTT-TAAGAGTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATTTTTAAAA  
BoligoAM_1  TATAATTATATATATCGACTTTTATAAGAGTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATTTTTAAAA  
BobstrAM_1  TACTATATTATTAATCGATTTTTATAGAAATAAATAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTAAAA  
BobstrAM_2  TACTATATTATTAATCGATTTTTATAGAAATAAATAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTAAAA  
BtemasAM_1  TACTATATTATTAATCGATTTTTATAGAAATAAATAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTAAAA  
5838_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5840_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5841_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5842_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5843_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5844_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3955_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3962_BarMe  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4118_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4119_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4117_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4266_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BamazoAM_1  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3964_BarMe  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5839_SCrBO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3958_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3965_BarMe  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5508_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3128_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3961_BarMe  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5503_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5506_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4265_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4115_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BamazoAM_2  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5515_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
4262_CarCa  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5507_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3959_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3957_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5510_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3956_BenCo  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
3960_BarMe  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5501_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
5514_LetCO  TACGATAAAGTAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BedisoAM_1  TACGATAAA-TTAATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BpronaAM_1  TACGATAAAATAAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACT-CCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BpronaAM_2  TACGATAAAATTAATCGATTTTTATAAGAATGATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BstramAM_1  TACGA---ATTAAATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATATTTTA  
BstramAM_2  TACGAATTAATTGATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BkuhniAM_1  TACGAATTTATTGATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTATTTA  
BkuhniAM_2  TACGAATTTATTGATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTATTTA  
BinterAM_1  TACGAAATATTAGATCGATTTTTATAAGAATAATAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BtenagAM_1  TATAATTAATTTAATCGATTTATATAAGAATAAAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BtenagAM_2  TATAATTAATTTAATCGATTTATATAGGAATAAAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BoccidAM_1  TACTATTTA-TAAATCGATTTTTATAAAAATATAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BtguaiAM_1  TACTATTTA-TAAATCGATTTATATAAAAATATAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BglabrAM_1  TATAGTGTGATAAATCGATTTTTATAAGAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
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BglabrAM_2  TACTAGTAAATAAATCGATTTTTATAAGAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BcamerAF_1  TACTATTTATTAAATCGATTATTATAAAAGTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BcamerAF_2  TACTATTTATTAAATCGATTATTATAAAAGTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BpfeffAF_1  TACTATATATTTAATCGATTAATATAAAAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BpfeffAF_2  TACTATATATTTAATCGATTGATATAAGAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BstanlAF_1  TACTATATATTTAATCGATTGGTATAAAAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTTA  
BalexaAF_1  TACTA---ATTAAATCGATTAATATAAGATTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BalexaAF_2  TATAATTT-TTTAATCGATTAATATAAGATTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BsudanAF_1  TACTA---ATTTAATCGATTAATATAAGATTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTATATA  
BsudanAF_2  TACTAATTTTTTAATCGATTAATATAAGATTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTATATA  
BsmithAF_1  TATAATTT-TTTAATCGATTAATATAAGAATAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTATA  
BchoanAF_1  TACTAATTTTTTAATCGATTAATATAAGATTAATTAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTATATA  

 
                    710       720       730       740       750       760       770       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Htrivolvis  AGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAATAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BschraAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAACCGTCAAATAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BhelopAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAGAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BperegAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BperegAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BoligoAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BobstrAM_1  AGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BobstrAM_2  AGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BtemasAM_1  AGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5838_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGA-TTGTTCTGTTCG-AC  
5840_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5841_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5842_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5843_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5844_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3955_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3962_BarMe  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTGCGAAC  
4118_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4119_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4117_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4266_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BamazoAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3964_BarMe  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5839_SCrBO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3958_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3965_BarMe  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5508_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3128_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3961_BarMe  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5503_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5506_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4265_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4115_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BamazoAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5515_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
4262_CarCa  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5507_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3959_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3957_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5510_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3956_BenCo  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
3960_BarMe  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5501_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
5514_LetCO  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BedisoAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BpronaAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAGAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BpronaAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGG-CTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAGAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BstramAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BstramAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BkuhniAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BkuhniAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BinterAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BtenagAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BtenagAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BoccidAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BtguaiAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BglabrAM_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BglabrAM_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BcamerAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATAACTAGCCGTTAGAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BcamerAF_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATAACTAGCCGTTAGAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BpfeffAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGTTAGCCATCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BpfeffAF_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGTTAGCCATCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BstanlAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGTTAGCCATCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BalexaAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
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BalexaAF_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BsudanAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BsudanAF_2  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BsmithAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  
BchoanAF_1  TGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCATAAAAGATTTGTTCTGTTCGAAC  

 
                    780  

            ....|....|... 
Htrivolvis  AATATTATCCTAC  
BschraAM_1  AATATTATCCTAC  
BhelopAM_1  AATTATATCCTAC  
BperegAM_1  AATTATATCCTAC  
BperegAM_2  AATTTTATCCTAC  
BoligoAM_1  AATTATATCCTAC  
BobstrAM_1  AATTTAATCCTAC  
BobstrAM_2  AATTTAATCCTAC  
BtemasAM_1  AATTTAATCCTAC  
5838_SCrBO  ATTTATCTCCTAC  
5840_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
5841_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
5842_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
5843_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
5844_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
3955_BenCo  AATTTTATCCTAC  
3962_BarMe  AATTTTATCCTAC  
4118_CarCa  AATTTTATCCTAC  
4119_CarCa  AATTTTATCCTAC  
4117_CarCa  AATTTTATCCTAC  
4266_CarCa  AATTTTATCCTAC  
BamazoAM_1  AATTTTATCCTAC  
3964_BarMe  AATTTTATCCTAC  
5839_SCrBO  AATTTTATCCTAC  
3958_BenCo  AATTTTATCCTAC  
3965_BarMe  AATTTTATCCTAC  
5508_LetCO  AATTTTATCCTAC  
3128_BenCo  AATTTTATCCTAC  
3961_BarMe  AATTTTATCCTAC  
5503_LetCO  AATTTTATCCTAC  
5506_LetCO  AATTTTATCCTAC  
4265_CarCa  AATTTTATCCTAC  
4115_CarCa  AATTTTATCCTAC  
BamazoAM_2  AATTTTATCCTAC  
5515_LetCO  AATTTTATCCTAC  
4262_CarCa  AATTTTATCCTAC  
5507_LetCO  AATTTTATCCTAC  
3959_BenCo  AATTTTATCCTAC  
3957_BenCo  AATTTTATCCTAC  
5510_LetCO  AATTTTATCCTAC  
3956_BenCo  AATTTTATCCTAC  
3960_BarMe  AATTTTATCCTAC  
5501_LetCO  AATTTTATCCTAC  
5514_LetCO  AATTTTATCCTAC  
BedisoAM_1  AATTTTATCCTAC  
BpronaAM_1  AATTTTATCCTAC  
BpronaAM_2  AATTTTATCCTAC  
BstramAM_1  AATTATATCCTAC  
BstramAM_2  AATTTTATCCTAC  
BkuhniAM_1  AATTTTATCCTAC  
BkuhniAM_2  AATTTTATCCTAC  
BinterAM_1  AATTATATCCTAC  
BtenagAM_1  AATATTATCCTAC  
BtenagAM_2  AATATTATCCTAC  
BoccidAM_1  AATATTATCCTAC  
BtguaiAM_1  AATATTATCCTAC  
BglabrAM_1  AATATTATCCTAC  
BglabrAM_2  AATATTATCCTAC  
BcamerAF_1  AATTTTATCCTAC  
BcamerAF_2  AATTTTATCCTAC  
BpfeffAF_1  AATTTTAT-CTAC  
BpfeffAF_2  AATTTTAT-CTAC  
BstanlAF_1  AATTTTATCCTAC  
BalexaAF_1  AATTTTATCCTAC  
BalexaAF_2  AATTTTATCCTAC  
BsudanAF_1  AAT-TTATCCTAC  
BsudanAF_2  AATTTTATCCTAC  
BsmithAF_1  AAT-TTATCCTAC  
BchoanAF_1  AATTTTATCCTAC  
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